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2Los hongos son organismos eucarióticos, heterótrofos y carentes de clorofila. Este
amplísimo filum tiene representantes prácticamente en todos los hábitats de la Tierra y
muchos hongos son de gran importancia médica o económica para el hombre, Dentro de
este inmenso grupo de microorganismos, los hongos filamentosos se caracterizan por
presentar en su estado vegetativo una serie de filamentos microscópicos más o menos
alargados y tabicados o no. Estos filamentos reciben individualmente el nombre de hiTas
y en conjunto el de micelio.
El estudio sistemático de los hongos comenzó hace apenas 250 años, pero este
grupo de organismos es conocido por el hombre desde hace milenios, Su ubicuidad y el
elevado número de especies que abarcan les hace desempeliar una misión primordial en los
cambios, lentos pero constantes, que ocurren en nuestro entorno,
En la Naturaleza, los hongos juegan un papel importante en la descomposición de
la materia orgánica y son responsables junto a las bacterias del reciclaje del nitrógeno,
carbono y otros elementos vitales, Entre ellos hay multitud de parásitos de plantas y
animales. Por otra parte, numerosas especies de hongos poseen un gran valor económico,
debido a la enorme variedad de metabolitos que pueden sintetizar: alcoholes, antibióticos,
enzimas, ácidos orgánicos, polisacáridos, etc, Por esta razón se utilizan en gran número de
fermentaciones industriales y tienen en la actualidad gran importancia en Biología
experimental puesto que muchos de los resultados obtenidos con ellos pueden extrapolarse
a sistemas superiores.
El principal componente estructural de estos microorganismos es la pared
celular. Esta es una envoltura que rodea al protoplasto y confiere a la célula su forma
3característica. La membrana plasmática, que es la barrera osmótica del microorganismo,
es incapaz de soportar las variaciones osmóticas del medio y se rompería con facilidad si
no tuviera la protección que representa una pared celular rígida. Así pues, podemos decir
que la pared celular constituye una cubierta rígida que determina la forma de la célula,
protege al citoplasma de las variaciones osmóticas del medio y proporciona protección
frente a factores ambientales adversos (Mahadevan y Tatum, 1965; Villanueva, 1966).
Podríamos considerar la pared celular fúngica como el producto de evolución del
glicocálix, o capa de polisacáridos (solos o asociados a proteínas) que refuerza y confiere
resistencia a las membranas plasmáticas, hacia un verdadero exoesqueleto.
La pared celular no puede considerarse como una estructura inerte ya que participa
en fenómenos activos de superficie como permeabilidad, resistencia a antibióticos,
respuesta inmune e interacción entre células. A este carácter dinámico se suma el hecho
de que en ciertas circunstancias ocurren en ella fenómenos do síntesis e hidrólisis del
material que la constituye. La hifa necesita que los polímeros que formar su pared sean
modificados durante su crecimiento apical, ramificación y germinación.
Existen marcadas diferencias químicas y de estructura fina entre la pared celular de
una célula procariótica y la de una eucariótica. Estas últimas deben la rigidez de su pared
a las microfibrillas de polisacáridos, de las que carecen los procariotas. Dichas
microfibrillas están formadas por la asociación de largas cadenas de azúcares (actuando a
modo de varillas rígidas) y se encuentran cementadas por materiales amorfos (lípidos,
proteínas y distintos tipos de polisacáridos) que a menudo pueden separarse químicamente
sin alterar la forma de la pared. Por lo tanto, la pared celular eucariótica se puede comparar
1
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4al hormigón armado, que está compuesto de un armazón de varillas de acero y una matriz
de cemento.
Entrando en mayor detalle, la pared fúngica está compuesta por glúcidos, proteínas,
lípidos, pigmentos y sales minerales en orden decreciente de abundancia. Los azúcares
constituyen, por si solos, más del 80% del peso seco de la pared y de ellos es la glucosa
la que se encuentra en mayor proporción, acompañada de glucosamina, galactosa ymanosa,
Pueden encontrarse también cantidades variables de otros hidratos de carbono menos
abundantes y restringidos a determinados grupos taxonómicos, como galactosamina, ácido
glucurónico, ramnosa, xilosa, arabinosa, ribosa y fucosa.
Los monosacáridos se hallan asociados en la pared en forma de polisacáridos, que
pueden ser de varios tipos: homopolisacáridos, heteropolisacáridos y glicoproteinas. La
naturaleza química de los polisacáridos de la pared o las combinaciones de dichos
polimeros varía según el grupo taxonómico de los diferentes hongos (Bartnicki-Garcia,
1968), Por otra parte, analizando la ultraestructura de la pared (Bracker, 1967; Troy y
Koffler, 1969; Hunsley y Burnett, 1970; Burnett, 1976) se han encontrado también
analogías, como por ejemplo la existencia de dos capas, una interna que contiene quitina
o celulosa embebida en otros polimeros y una capa externa. La capa externa es soluble en
álcali diluido, quedando la capa interna como un residuo insoluble. Existen técnicas de
fraccionamiento que permiten separar los distintos polisacáridos de la pared.
Uno de los métodos de fraccionamiento más empleados es el descrito por
Mahadevan y Tatum (1965) o alguna de sus variantes. Basándose en esta técnica, Sietsma
y Wessels describieron en 1977 los principales polimeros presentes en la pared celular de
1
5Schizophyllum com,’nune. Estos mismos autores (Wessels y Sietsma, 1981) realizaron una
clasificación general de los polímeros más importantes que se encuentran en las paredes
celulares de los hongos:
- R-glucano o B-(L—*3) Glucano. Posiblemente, es el tipo de polímero más
ampliamente distribuido en las paredes celulares fúngicas, y cuando está presente representa
entre un 15 y un 30% de los polisacáridos de la pared. Es insoluble en álcali y parece estar
íntimamente ligado a la quitina. Al hidrolizarlo con 13-(l---*3) glucanasas purificadas se libera
gentobiosa, un disacárido B-(1—*6). Este hecho pone de manifiesto la presencia de este tipo
de enlaces en el R-glucano. Sonnenberg y col, demostraron en 1985 en las paredes
celulares de Sch¿zophyllum commune que la fracción conocida como R-glucano consta en
realidad de dos polimeros diferentes. Tras eliminar enzimáticamente la quitina,
consiguieron solubilizar el fS-glucano, obteniendo una porción soluble en agua que contenía
enlaces 13-(1--*3) y 13-(1--*6), y una fracción soluble en álcali formada exclusivamente por
enlaces J3-(1-—*3).
- 5-glucano o a-(1—+3) glucano. Es un polímero que se extrae con álcalis a
temperatura ambiente y representa entre el 15 y el 25% de los polisacáridos de la pared,
Este glucano es uno de los componentes mayoritarios de las paredes celulares de
Ascomicetos y Basidiomicetos (Kreger, 1954; Bacon y col., 1968; Bulí, 1970; Wessels y
col., 1972) y en algunas especies se ha observado que forma parte de una de sus capas más
externas (Hunsley y Burnett, 1970; Wessels y col., 1972). Los diferentes cc-(1—*3)-glucanos
estudiados condenen proporciones variables de enlaces ct-(1--*4). En las paredes celulares
de varias especies de Basidiomicetos se ha descrito que estos glucanos están asociados a
6xilomananos (Ralph y Bender, 1965; Bottom y Siehr, 1979; Kamada y Takemaru, 1983).
- Quitina. Es un polímero lineal compuesto por moléculas de N-acetilglucosamina
enlazada en B-(l-—*4) y está muy ampliamente distribuido en las paredes celulares fúngicas.
Ha sido encontrada en todos los grupos taxonómicos, excepto en Oomicetos, que contienen
celulosa, y en Zigornicetos, que tienen quitosano (Bartnicki-Garcia y Reyes, 1968).
La proporción de quitina es variable, desde el 5% detectado en Schizophyllum
(Wessels, 1965) hasta el 60% de Sclerotium (Bloomfield y Alexander, 1967),
- Polímeros de galactosamina. Se han detectado pequeñas cantidades de
galactosamina en la pared de varios Ascomicetos (Mahadevan y Tatum, 1965; Applegarth
y Bozoian, 1969; BuIl, 1970; Katz y Rosenberger, 1970), Sin embargo, hay que señalar que
con los antiguos métodos la detección de galactosamina sólo era fácil y precisa si la
fracción analizada no contenía glucosamina. En al menos dos hongos, Helmintosporium
sativum y Asperghhlus nidulans se ha encontrado galactosamina como componente principal
de la pared (Applegarth y Bozoian, 1969; Bulí, 1970). Mc Cormick y col. (1970) aislaron
de la pared de las esporas y esférulas de Physarum polycephalum un polisacárido
compuesto aproximadamente de un 80% de galactosamina; estos autores concluyeron que
si ésto es una característica general de los Mixomicetos o de algunos grupos de ellos, los
situaría en un grupo taxonómico único, ya que los diferenciarla de los hongos que
contienen polímeros tipo glucosamina como el principal componente de la pared. También
los diferenciarla de los Mixomicetos que contienen celulosa y glucógeno como
constituyentes de la pared (Ward y Wright, 1965). Las paredes de las esférulas de
Physarum polycephalum fueron reexaminadas por Farr y col. (1977), quienes encontraron
7un 88% de galactosamina anhidra como principal componente. Los estudios de este
polisacárido indicaron que se trataba de un a-galactosaminoglicano de cadena larga unido
exclusivamente por enlaces (l—*4).
- Otros polisacéridos. Al hidrolizar paredes celulares de diferentes especies se han
encontrado otros cuatro azúcares en cantidades menores. Los Ascomicetos tienen manosa
y galactosa, los Basidiomicetos manosa, fucosa y xilosa y los Zigomicetos manosa, fucosa
y galactosa (Bartnicki-García, 1968), La información acerca de los polímeros que contienen
estos monosacáridos es muy limitada. En Ascomicetos se sugirió que galactosa y manosa
están en un heteropolimero con glucosa (Ruiz-Herrera, 1967; Zonneveld, 1971). En las
paredes de varias especies de Penich!lium, Talarornyces y Eupenichlhium (Leal y col,, 1984;
Gómez-Miranda y col., 1984 y 1986; Rupérez y Leal, 1986; Rupérez y col,, 1986) se ha
encontrado un ¡3-glucogalactano soluble en álcali. Rupérez y Leal (1987) describen, entre
otros polimeros aislados de la pared de Penicihhium erythrornellls, dos glucogalactanos con
diferentes proporciones de glucopiranosa unida en (l—+4) y galactofuranosa enlazada en
(1—0). En Ghiocladium viride también se han descrito galactomanoglucanos extraídos de
la pared con NaOH y posteriormente solubilizados con agua (Gómez-Miranda y col., 1990).
- Celulosa, En contraste con su ubicuidad en células vegetales, el f3-(l--*4)-D-
glucano se encuentra sólo en las paredes de hongos Oomicetos (Bartnicki-Garcla, 1968;
Gorin y Spencer, 1968) junto con una gran cantidad de R-glucano.
- Horno- y hetero-glucuronanos. Los polisacáridos ácidos son uno de los
constituyentes principales de los Zigomicetos, en los cuales también hay con frecuencia
polímeros que contienen un monómero catiónico: glucosamina.
8- Proteínas. La existencia de proteínas en la pared ha sido durante mucho tiempo
objeto de controversia, ya que a menudo es difícil distinguir si éstas son un componente
real de la pared o una contaminación citoplasmática. En la actualidad ha quedado
claramente establecido que las glicoproteinas forman parte estructural de la pared. La
mayoría de ellas pueden extraerse con álcali diluido, y una parte de los aminoácidos resiste
el tratamiento. Este material suele estar asociado al complejo glucano-quitina y en
Schizophillum commune se ha demostrado que estos péptidos tienen una importante misión
en el enlace entre el glucano y la quitina (Sietsma y Wessels, 1979).
No cabe duda de que los avances realizados en los últimos afios en la química de
carbohidratos complejos se deben, en gran parte, al desarrollo de técnicas e instrumentación
sofisticadas. La elucidación de la estructura de un polisacárido es, en general, una tarea
laboriosa y su secuenciación es considerablemente más difícil que la de proteínas o ácidos
nucleicos, ya que se debe establecer no sólo la identidad y secuencia de los monómeros,
sino también la forma del anillo, la posición del enlace y la configuración anomérica (Lee
y Gray, 1988). Es importante destacar que la diversidad de especies sacarídicas es bastante
mayor que la de otras sustancias. Los monosacáridos comprenden a las aldosas, cetosas,
ácidos urónicos, aminoazúcares, ácidos aldáricos, etc. Cada clase está subdividida en varias
subclases según el número de átomos de carbono y además estas moléculas presentan
varios isómeros debido a diferencias de configuración.
El primer paso para determinar la estructura de un polisacárido purificado es la
identificación de los monómeros que lo forman. Para ello es necesario hidrolizar el
polisacárido. Se suele determinar experimentalmente cuál es el tipo de ácido más
1~
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9apropiado, su concentración y el tiempo de hidrólisis, ya que cada tipo de polímero tiene
unas condiciones óptimas para la liberación de monómeros. Los aminoazúcares suelen
determinarse tras hidrólisis con HCl 2 M, 4 M o 6 M bien directamente en un analizador
automático de aminoácidos o bien por cromatografía gas-líquido (COL). En general, los
polímeros que contienen ácidos urónicos o hexosaminas son muy difíciles de hidrolizar,
y raras veces es posible la liberación completa de sus monómeros. Los azúcares neutros
se hidrolizan normalmente con 112504 de distintas concentraciones, y también con HCI,
ácido fórmico o ácido trifluoroacético. Los polisacáridos que contienen furanosas y/o
cetosas se hidrolizan en condiciones suaves ya que son sumamente lábiles.
Otra forma de hidrolizar los polisacáridos consiste en la rotura enzimática de sus
componentes. Una de las fuentes de estas enzimas es el propio hongo. Estos
microorganismos producen enzimas líticas capaces de llevar a cabo su propia degradación,
y pueden proceder de las ya existentes en el micelio o ser sintetizadas durante el proceso
degradativo (Reyes y col., 1981). Pérez-Leblic y col. (1982a y l982b) confirmaron la lisis
de la pared celular fúngica con precipitados enzimáticos del propio hongo. Estos productos
presentan un interés añadido al propio estudio de los procesos autoliticos de los hongos:
su utilización para conseguir hidrólisis totales o parciales de polimeros de la pared, Al ser
este tipo de hidrólisis muy específica para un determinado monómero, la utilización de
enzimas puede ser un factor clave para el conocimiento de la estructura de un polisacárido.
La identificación y cuantificación de los monosacáridos liberados se lleva a cabo
a continuación ya sea directamente por cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) o,
tras convertirlos en derivados volátiles, por cromatografía gas-líquido. Los derivados más
10
comúnmente utilizados son dos: trimetílsilil derivados y acetatos de alditol.
Una vez conocida la identidad y proporciones de los monómeros que forman la
cadena, la siguiente cuestión es saber cómo están enlazados en el polímero.
La técnica del análisis de metilación se emplea rutinariamente para la
caracterización estructural de carbohidratos complejos, como medio de establecer los tipos
de enlace de los monosacáridos constituyentes. Este método suniinistra información acerca
de las unidades estructurales presentes en los polímeros, pero no determina la secuencia
ni la naturaleza anornérica de los enlaces, El análisis supone la conversión de todos los
grupos hidroxilo libres del material original en grupos metoxilo, seguida de la rotura
hidrolftica de los enlaces glicosidicos y la identificación de los monómeros formados. Se
han descrito muchos métodos de metilación desde 1903 en que Purdie e Irvine propusieron
el primero, pero la mayor parte de ellos conducen a una metilación incompleta de los
polisacáridos. El procedimiento de Hakomori (1964), que utiliza hidruro sódico y dimetil
sulfóxido, representa en este aspecto un notable progreso, al conseguir un reactivo
nucleofílico más potente que los previamente utilizados.
El análisis de los monómeros formados en la hidrólisis se efectúa por cromatografía
de gases y espectrometría de masas (OC-MS) de sus correspondientes acetatos de alditol
parcialmente metilados (Jansson y col., 1976).
En cuanto a la secuenciación, se han descrito varios métodos de degradación parcial
que conducen a la determinación de la estructura primaria de una cadena polisacarídica.
Uno de los primeros métodos de degradación consiste en la hidrólisis ácida parcial de un
carbohidrato complejo para dar fragmentos de menor tamaño que se purifican por HPLC
a
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o por filtración en gel. Los oligosacáridos se hidrolizan, se caracterizan por OC-MS y,
solapándolos, se llega a recomponer el polisacárido original (McNeil y col., 1982). Otros
métodos para producir fragmentos oligosacarídicos son, por ejemplo, la oxidación con
periodato, oxidación con trióxido de cromo, acetolisis o la ruptura enzimática del
polisacárido nativo.
Un método muy potente para la secuenciación y análisis de carbohidratos complejos
es la resonancia magnética nuclear (RMN). Sus características la hacen idónea para el
estudio de polisacáridos, ya que es una técnica no destructiva y por tanto, se puede analizar
un polímero sin modificarlo o degradarlo, recuperando el material intacto. En la
espectroscopia de ‘H-RMN las señales del protón anomérico se separan bien de las señales
producidas por el resto de los protones. Esto simplifica mucho la determinación de las
diferentes clases de residuos en el polisacárido, y permite estimar sus proporciones
relativas. También resulta más fácil obtener a partir de estas señales el desplazamiento
químico y los parámetros de acoplamiento necesarios para asignar configuraciones
anoméricas por RMN. Otra ventaja es que la cantidad de muestra necesaria para realizar
estas detenninaciones en un espectro de protón es mucho menor que la que se requiere
para un espectro de carbono. Por otra parte, tal y como Allerhand (1975) apuntó, la
cantidad de información que un espectro de protón puede suministrar decrece con el
tamaño y complejidad de la molécula. En el caso de los polisacáridos, se produce un
marcado ensanchamiento de las señales, de modo que sólo se aprecian resonancias
individuales en la región del 11-1. No obstante, estas señales de la región H-1 se han
utilizado como “huella digital” (fingerprint) para la identificación de algunos mananos
1=
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(Gorin y col., 1968).
La ‘3C-RMN suministra abundante información acerca de las propiedades químicas
y físico-químicas de los polisacáridos, pudiendo también emplearse como criterio de pureza
de preparaciones polisacarídicas. Una de sus aplicaciones más interesantes está en la
elucidación del orden estructural en un polisacárido. Es un método excelente para
determinar el grado de regularidad de secuencias en polisacáridos lineales con distintos
tipos de enlaces y/o de residuos de azúcares (Gorin, 1980). No obstante, la solubilidad de
los polimeros en los disolventes que se emplean para realizar los espectros (agua deuterada
o NaOH deuterada) puede ser una limitación para el análisis de algunas sustancias.
En todos los microorganismos se pueden encontrar proteínas, ácidos nucleicos,
lípidos, polisacáridos y otros componentes imprescindibles para su desarrollo. Sin embargo,
la estructura fina de estos componentes presenta diferencias de naturaleza química muy
significativas. Estas diferencias suelen ser taxón-especificas y por lo tanto pueden ser
utilizadas para la clasificación e identificación de microorganismos (Kroppenstedt, 1988).
La sistemática basada en marcadores químicos recibe el nombre de quimiotaxonomía o
quimiosistemática.
Como se ha dicho con anterioridad, el rápido desarrollo de las técnicas
cromatográficas y de la instrumentación en general durante las dos últimas décadas hace
posible la separación e identificación de mezclas complicadas de moléculas pertenecientes
a las células microbianas. Algunos de estos componentes se han utilizado en
quimiotaxonomia. Entre ellos se encuentran los polisacáridos de paredes celulares y
concretamente en hongos su análisis tiene un interés superior al estudio de otros
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componentes celulares, porque ofrece claves sencillas para elucidar la posición taxonómica
de los diferentes taxones. La significación filogenética de la distribución de la quitina
puede ponerse de manifiesto, por ejemplo, en la distinción entre Oomicetos y Zigomicetos
(Bartnicki-Garcia, 1970).
Los estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio se centran en el género
Penicihlium y sus estados teleomórficos: Talaromyces y Eupenicilhium. Los datos referentes
al concepto de especie en Penicillium son abundantes. Los Pen¿cWium son muy ubicuos
y pueden crecer en una gran variedad de sustratos orgánicos. Varias especies son
importantes en la producción de alimentos y en fermentaciones industriales. El amplio
papel desempeñado por los Penidllhium en la naturaleza, especialmente sus efectos
toxinogénico y destructivo, hacen que la exactitud de su diagnóstico sea un factor crítico.
La taxonomía del género es muy compleja. Generalmente se acepta que las características
morfológicas son de importancia primaria para la diferenciación de especies de estos
géneros. La Figura 1 muestra los diferentes caracteres morfológicos de Talaromycesflavus.
Dichos rasgos morfológicos se encuentran, con pequeñas variaciones, en todos los hongos
peniciloides y se utilizan para su clasificación. En sistemas biológicos donde no existe un
mecanismo formal para el intercambio genético (y esto incluye claramente géneros como
Aspergillus, Penicihhíum y sus teleomorfos homotálicos), se puede prever que las especies
aisladas de la naturaleza formen una sucesión de caracteres morfológicos y fisiológicos. El
taxónomo trata de agrupar estos caracteres en grupos lógicos de géneros y especies. Los







Figura 1.. Thlaromyces flavas var. finvus. a) Diferentes tipos dc estructuras conídiógenas; b)
Conidios; c-d) Desarrollo de ascogonios y anteridios; e) Fusión entre los dos gametangios y septaclón del
ascogon¡o; 1) Desarrollo de septos; g.h) Producción de ramas de las células ascogoniales, que se
desarrollarán a hilas ascógenas; i) Cadenas de ascas; j.l) Ascosporas de diferentes aislamIentos.
Talaromycesflavus var. macrosporus, m) Cadenas dc ascas; n) Ascosporas.
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distinciones entre especies, e incluso géneros, dependen de un pequeño número de criterios
taxonómicos y hasta de un solo carácter. Todos los Penicillium producen colonias de
crecimiento relativamente lento, generalmente con abundante esporulación. Los conidios
suelen ser gris o verde-azulados, aunque Raper y Thom (1949> o Pitt (1979) no consideran
esto como un criterio absoluto. Las estructuras conidiales están muy organizadas,
desarrollándose según varios patrones muy bien definidos y las fiálides se producen
sucesivamente. Pero la variabilidad del aspecto de una colonia es muy elevada, incluso en
una única especie. Estas especies no pueden ser identificadas con precisión sin considerar
otras propiedades morfológicas y fisiológicas (Fassatiová, 1985), de manera que el género
es taxonómicamente difícil incluso para los expertos. Sus limites no están bien definidos
y es difícil separar de forma efectiva a PenicLlhfwn de varios géneros relacionados. La
confusión es aún más marcada si consideramos que Penidllhium, Paecilomyces, Ceosmishia
y Merimbla producen teleomorfos clasificados en Taiaromyces. Pitt y Hockingdescribieron
en 1985 cuatro nuevas especies que se sitúan en los límites de estos géneros. En su trabajo,
incluyen en PeniciIliu,n las especies P. sabulosum y P, oblatum, aunque señalan que por
sus características podrían representar un nuevo género.
La composición de la pared celular ha sido investigada en varias especies del
género Penicilhium (Hamilton y Knight, 1962; Applegarth, 1967; Applegarth y Bozoian,
1967; Grisaro y col., 1968; Rizza y Kornfeld, 1969; Troy y Koffler, 1969; Gander y col.,
1974; Unger y Hayes, 1975; Gander y Fang, 1976; Matsunaga y col,, 1981) pero siempre
refiriéndose a especies aisladas, sin ningún propósito taxonómico ni comparativo.
Un estudio realizado por Leal y col, (1984) sobre fracciones de la pared de ocho
1
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especies de Penicihhium puso de manifiesto la existencia de al menos dos tipos de pared.
La principal diferencia se encontró en una fracción soluble en NaOH 1 M a 200C, que en
uno de los grupos estaba constituida por un a-glucano y en el otro por un 8-polisacárido
rico en galactofuranosa. Gómez-Miranda y col. (1986) y Rupérez y col, (1986) estudiaron
la misma fracción, pero en los géneros Eupenicihliurn y Talaromyces respectivamente,
observando que, al igual que en Penicillium, unas especies contenían un cx-glucano y otras
un glucogalactano con enlaces 13. El análisis de varios aislamientos de las especies tipo, E.
crustaceum y T. flavus, por Gómez-Miranda y col. (1988) llevó finalmente a los autores
a la conclusión de que las propiedades físicas y químicas de la fracción soluble en álcali
pueden ser utilizadas como marcadores quimiotaxonómicos y ser de utilidad en la
reorganización de estos géneros. Igualmente, proponen el uso de la composición de la
pared, y en especial de los polisacáridos de esta fracción, para predecir la probable relación






Las investigaciones llevadas a cabo en nuestro laboratorio en los últimos años se
han centrado en el estudio de la pared celular de hongos filamentosos. El análisis de los
resultados obtenidos muestra la posible utilidad de los polisacáridos de la fracción soluble
en NaOH como marcadores quimiotaxonómicos.
En este trabajo se intentará caracterizar la fracción polisacarídica de la pared celular
soluble en NaOH a temperatura ambiente en algunas especies de los géneros Talarornyces,
Eupenicilhium, PeniciIhum y Aspergihlus. Para ello se aislarán, purificarán y caracterizarán
química y estructuralmente diferentes polisacáridos con el fin de:
a) Encontrar polisacáridos característicos para cada uno de estos géneros que puedan
utilizarse como marcadores quimiotaxonómicos. Esto permitirla una mejor ordenación
sistemática de estos microorganismos y el establecimiento de relaciones filogenéticas entre
ellos.
b) Si se encontraran polisacáridos cuya composición y estructura no se hubiese
descrito previamente, utilizarlos como sustrato para aislar y caracterizar nuevas actividades





El presente estudio se realizó con las especies que se detallan a continuación:
-Talaromyces stipitatus (Thom) C.R. Benjamin CBS 375.48
-Talaromyccs wortmannhi (Klóker) C.R. Benjamin CBS 235.38
-Talaromyces lzehicus (Raper y Fennelí) var. helicus C.R. Benjamin CES 335.48.
-Talaromyces rotundus (Raper y Fennelí) CBS 369.48
-Talaromyces luwus (Zukal) C.R. Benjamin CBS 348.51
-Talaromyces bacilhisporus (Swift) C.R. Benjamin CBS 136.45
-Eupenicihhium crustaceum Ludwig CBS 635.70
-Penicilhium brevi-compactum Dierckx CBS 168.44
-Penicillium decumbens Thom CBS 258.33
-Penicihliurn oxalicum (Currie & Thom) 1331 C.I.B.
-Aspergillusflavipes (Bain & Sartory) Thom & Church CBS 129.61
-Aspergillus ochraceus Wilhelm CBS 385.67
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2. MANTENIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS.







3. MEDIO DE CULTIVO.
Se utilizó un medio base sintético descrito por Leal y col, (1984). Como inóculo
se utilizó 1 ml de una suspensión de esporas (10~ esporas) de cada uno de los
microorganismos, obtenida a partir del cultivo de 15 días en medio de mantenimiento para
inocular matraces de 2 1 conteniendo 11 de medio, Los cultivos se mantuvieron a 27±10C
y 120 rpm durante cinco días en un incubador orbital Gallemkamp.
4. OBTENCION DE PAREDES CELULARES.
1
El método para la obtención de las paredes celulares fue el seguido por Prieto y col.
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(1988). Después del período de incubación, se separó el micelio del medio de cultivo por
filtración a través de tela y se lavó varias veces con agua destilada, desecándolo a 600C
en estufa de aireación. El micelio desecado se trituró en un homogeneizador Sorvalí a la
máxima velocidad y a continuación en un molino de bolas Pulverisette hasta dejarlo
reducido a un polvo fino, con fragmentos de 5 a 15 pm. Al micelio pulverizado (30 g) se
añadieron 500 ml de dodecil sulfato sódico al 1% en agua con un 0,02% de azida sódica
para evitar la contaminación de la suspensión. Tras agitar durante 16 horas a temperatura
ambiente se centrifugó, desechando el sobrenadante y se resuspendió el sedimento en agua
destilada, repitiéndose este proceso tres veces. Después de estos lavados se volvió a
resuspender el sedimento en agua y se sometió a 3 períodos de sonicación de 3 minutos
en un sonicador MSE modelo MK2, 150 W, a la máxima potencia con el fin de disgregar
conglomerados de fragmentos de hifas y vaciarlas de restos de citoplasma. Las paredes
deben quedar sueltas, sin formar grumos y en trozos de pequeño tamaño. Se lavaron varias
veces con agua destilada hasta que en los sobrenadantes dejó de aparecer turbidez al
centrifugar. La pureza de la preparación se comprobó por observación al microscopio de
contraste de fases tiñendo con Azul de Coomasie. Una vez que las paredes estuvieron
vacías de contenido, se deshidrataron lavándolas sucesivamente con alcohol del 50%, del
96% y acetona y se centrifugaron, dejándolas secar en estufa de aireación a 600C hasta
peso constante,
Las paredes celulares se pesaron y mantuvieron en un desecador para su posterior
utilización.
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5. FRACCIONAMIENTO DE LAS PAREDES CELULARES,
Las paredes celulares secas y pulverizadas se extrajeron con NaOH 1 M durante 20
horas, agitando a temperatura ambiente. La suspensión resultante se centrifugó separando
el sobrenadante, que se reservé, y volviendo a resuspender el precipitado en NaOH 1 M
con el fin de extraer todo el material soluble en estas condiciones. Se agitó la suspensión
durante 2 horas a temperatura ambiente y se centrifugó nuevamente, juntando el
sobrenadante con el de la extracción anterior, El material insoluble se desechó y los
sobrenadantes se precipitaron con un volumen igual de etanol al 96%. El precipitado se
recogió por centrifugación, se dializó para eliminar el NaOH y el alcohol, se concentró,
congeló y liofilizó (Fracción Fi).
Figura 2.- Obtención de la fracción FI y aislamiento de polisacáridos.
SOBRENADANTE
PAREDES CELULARES <S g)
SOO mi NaOH lM, 20 h, rA,
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Dicha fracción se resuspendió en agua destilada y se centrifugó, extrayendo así una
parte soluble y una insoluble. El material insoluble se lavó varias veces con agua para
extraer todo el material soluble. Los sobrenadantes que contenían el material soluble se
juntaron y concentraron en rotavapor hasta un volumen adecuado, congelándolo. El
material insoluble también se congeló y posteriormente ambos productos fueron
liofilizados, constituyendo las fracciones FiS y Fil respectivamente.
6. SEPARACION DE DISTINTOS POLISACARIDOS DE LAS FiS.
ESTIMACION DE SUS PESOS MOLECULARES.
Se utilizó la filtración en geles de Sepharose CL para comprobar si las fracciones
FiS previamente obtenidas estaban constituidas por un solo polisacárido o si eran una
mezcla de varios y en su caso, separar los distintos polimeros que la formaban. La
separación de los componentes de una mezcla mediante este método se basa
exclusivamente en las diferencias de tamaño y forma de sus componentes.
Se utilizaron geles de Sepharose CL-2B, CL-4B y CL-6B, que retienen polisacáridos
con pesos moleculares menores que 20.106, 5,106 y 106 Da respectivamente. Se emplearon
como eluyentes agua, NaCí 0,9% en agua y NaOH 0,3 M. La homogeneidad del
empaquetamiento y el calibrado de las columnas empleadas se realizó cargando en ellas
una mezcla de azul dextrano (Pm medio=2.lO6Da), amarillo dextrano (Pm medio=l,105 Da)
y vitamina B
12 (Pm= 1355 Da),
25
Las mejores separaciones se obtuvieron en columnas de Sepharose CL-6B (40 cm
x 2,6 cm) y NaOH 0,3 M.
Unos 100 mg de FiS se resuspendieron en 2 ml de NaOH 0,3 M, centrifugando en
una centrífuga Microfuge durante 15 minutos a la máxima velocidad para eliminar
precipitados. La disolución obtenida se cargó en la columna en dos veces. Se utilizó un
flujo de eluyente de 21 ml.h’. Se recogieron fracciones de 2 mí, monitorizando
rutinariamente su contenido en carbohidratos por el método del Fenol-Sulfúrico (Dubois
y col., 1956). Las fracciones apropiadas se juntaron y concentraron, después se dializaron,
congelaron y liofilizaron para su posterior análisis.
La confirmación de los resultados así obtenidos y la estimación de pesos
moleculares se efectuó por HPLC, en un equipo de la casa Waters dotado de un
controlador de bombas modelo 510, de un detector UV-visible modelo 440 y otro de indice
de refracción modelo 410. Las condiciones de trabajo fueron las siguientes:
-Columna: Bio-Rad HPLC Gel Filtration Column Biogel TSK 40 (300 x 7,5 mm).
-Eluyente: Tampón PBS 10 mM con NaCí 0,308 M.
-Flujo: 0,75 ml.mirv1
-Detección por índice de refracción: n=64
-Detección UV: 230 nm.
Se prepararon disoluciones 1-10 pg.mV’ de las muestras en el tampón de elucicin,
agitando y filtrando por filtros Millipore de 0,22 p para eliminar cualquier resto insoluble.
El volumen inyectado fue de 10 pl.
Los pesos moleculares aproximados se obtuvieron por comparación de los tiempos
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de retención de los polisacáridos problema con los de distintos dextranos comerciales de
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Figura 3.- Recta de calibrado de la columna Bio-Gel TSK 40, obtenida en las condiciones descritas




7.1,- Valoración de carbohidratos neutros totales
.
Se realizó según el método de la antrona descrito por Dreywood (1946), utilizando
D-glucosa, D-galactosa y D-manosa como patrones,
7.2.- Identificación de monómeros
7.2.1.- Hidrólisis ácidas
Muestras de polisacáridos de entre 5 y 10 mg se hidrolizaron con 1 ml de
H2504 de diferentes concentraciones a 100
0C:
-Hidrólisis parcial con H~S04 0,05 M durante 5 horas, que libera selectivamente las
furanosas.
-Hidrólisis total con H
2S04 2 M durante 5 horas,
-Hidrólisis Saeman (Adams, 1965) para muestras que se hidrolizan con dificultad,
7.2.2.- Derivatización
.
Los productos de la hidrólisis de los polisacáridos son sustancias no
volátiles. Por ello fue necesario derivatizarlos para su identificación posterior por
cromatografía gas-líquido. De entre los posibles derivados, se eligieron los acetatos de
alditol por producir un único derivado de cada monosacárido, dando lugar a cromatogramas
más simples.
Inmediatamente después de la hidrólisis se añadieron 1 mg de inositol como
1
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estándar interno y 10 ml de agua y se neutralizó con carbonato de bario. Se centrifugó
durante 10 minutos a 5000 rpm y se recogió el sobrenadante sobre una cápsula de
porcelana, que se desecó en estufa de aireación a 600C. A continuación se añadió en dos
veces 1 ml de agua destilada para recuperar el material, que se pasó a un tubo que contenía
entre 12 y 15 mg de borohidruro sódico, dejándolo durante unas 20 horas a temperatura
ambiente para reducir los monosacáridos. El exceso de borohidruro se destruyó añadiendo
HCI hasta pH ácido. El material se evaporó a sequedad en un rotavapor, lavando después
tres veces con 2 ml de metanol. Los azúcares fueron convenidos en sus correspondientes
acetatos de alditol mediante tratamiento con 1 ml de piridina-anhídrido acético (1:1 y/y)
a 1000C durante 1 hora (Lame y col., 1972). Estos reactivos se eliminaron en rotavapor y




Los derivados obtenidos fueron identificados y cuantificados por
cromatografía de gases. Se empleó un equipo de la casa Perkin Elmer, modelo Sigma 3 con
detector de ionización de llama. Se utilizó una columna de vidrio de 2 m de longitud y 2
mm de diámetro interno que contenía como fase estacionaria un 3% SP-2340 sobre
100/120 Supelcoport. El gas portador fue nitrógeno y su flujo de 30 mí/mm. Inyector y
detector se programaron a una temperatura de 2500C. Los distintos componentes de la
muestra se separaron mediante un programade temperaturas que comienza isotérmicamente
a 2000C durante 3 minutos para luego subir a razón de 100C por minuto hasta los 2300C,
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temperatura que se mantiene durante 8 minutos. El tiempo total del análisis fue de 14
minutos. El cromatograma resultante y el área de cada pico se recogieron en un Integrador-
Registrador modelo Sigma 10 de Perkin Elmer.
El pico de cada azúcar en el cromatograma se identificó comparando su tiempo de
retención con los de patrones analizados en idénticas condiciones. La cuantificación se
realizó atendiendo al área de los picos y a los factores de respuesta de los azúcares.
8. ANALISIS ESTRUCTURAL.
8.1.- Esuectrofotometrla de infrarrojos (IRt
La naturaleza de los enlaces glicosidicos existentes entre los monómeros que forman
un polisacárido, así como la presencia de sustituyentes de tipo acetamido, carboxilo o
sulfato puede ser reconocida a partir de las bandas de absorción características de su
espectro infrarrojo (Barker y col., 1956).
Los espectros se realizaron mediante la técnica del KBr (300 mg KBr con 1-2 mg
de muestra finamente pulverizada) en un espectrofotómetro Perkin Elmer 1420 Ratio
Recording Infrared Spectrophotometer.
8.2.- Oxidación con ueriodato sádico y degradación de Smith
.
La oxidación con periodato se llevó a cabo según la técnica de Aspinalí y Ferrier
(1957). Unos 50 mg de polisacárido se trataron con 50 ml de periodato sódico 0,015 M en
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oscuridad, midiendo cada 24 h a 223 nm el descenso de absorbancia como indicación del
consumo de periodato. Cuando este valor se estabilizó, se consideró que los polisacáridos
estaban totalmente oxidados. Los productos de la oxidación se dializaron frente a. agua, se
redujeron con borohidruro sódico y tras dializar para eliminar el exceso de borohidruro, se
liofilizaron y almacenaron para posteriormente hidrolizarlos con H2504. A continuación se
trataron como el resto de las hidrólisis conviniendo los productos en sus correspondientes
acetatos de alditol para analizarlos por cromatografía de gases.
Puesto que la interpretación de los resultados obtenidos puede ser complicada, se
ha considerado oportuno explicar en este apartado solamente la parte experimental y
exponer con más detalle el fundamento de la técnica y el origen de los productos de la
degradación en la sección de Resultados.
8.3.- Análisis de metilación
.
Se siguió una modificación (Jansson y col,, 1976) del método de Hakomori (1964),
con la excepción de que el tratamiento con la base fue de 16 horas. Entre 10 y 15 mg del
polisacárido se secaron durante una noche en una estufa de vacio a 50
0C. A la mañana
siguiente se sustituyó el vacio por atmósfera de argán y se sacaron de la estufa los tubos
que contenían las muestras. Se añadió a cada tubo 1 ml de dimetil sulfóxido (DM50) por
cada 5 mg de polisacárido y se colocaron los tubos en un baño ultrasónico para disolver
los polisacáridos. A cada tubo se le añadió 1 ml de dimetil sulfinil carbanión (previamente
preparado mediante reacción de DMSO con NaiH en atmósfera de argón; verFigura 4) por
cada 5 mg de polisacárido, agitando y dejando reaccionar durante 16 horas en atmósfera
1
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de argón. Este paso sirve para preparar los polisacáridos para la reacción de metilación, que
se completa en aproximadamente dos horas con ioduro de metilo (1 ml/5 mg de
polisacárido) como agente metilante. El material metilado se extrajo con
cloroformo:metanol (1:1), se filtró a través de filtros GF/C (Millipore), se dializó y se
evaporó a sequedad.
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El espectro IR de las fracciones una vez metiladas no debe mostrar
absorción correspondiente a grupos hidroxilo (3500 cm’) y si una fuerte absorción a 3000
cm’ debida a los grupos metilo. Esto indica si la metilación ha sido completa o no,
8.3.2.- Hidrólisis de los polisacáridos metilados
.
Los polisacáridos metilados se hidrolizaron a 1000C con ácido fónnico del
90% (2 horas) y a continuación con H
2504 0,25 M (16 horas). La reducción de los
productos se realizó con NaBD4 con el fin de introducir un átomo de deuterio en el
carbono 1 de cada monómero. Esto permitirá analizar con mayor facilidad los iones
presentes en el espectro de masas, ya que todos los fragmentos jónicos que contengan
dicho carbono presentarán una unidad de masa más que los que no lo contengan. Por
último, las muestras se acetilaron (Ring y Selvendran, 1978; Stevens y Seivendran, 1980)
y los acetatos de alditol parcialmente metilados así obtenidos se analizaron por CGL en una
columna con un 3% OV-225 a 170
0C para calcular los tiempos de retención relativos e
identificar los monómeros.
El análisis combinado GC-MS se realizó en un espectrómetro de masas modelo lTD
de la casa Perkin-Elmer (del tipo trampa de iones) acoplado a un cromatógrafo de gases
con una columna capilar de sílice fundido de SP-2100 o SPB-1 (30 ir x 0,22 mm; espesor
de la película 0,25 pm), con helio como gas portador. Se utilizó un programa de
temperaturas que comenzaba en 1600C (1 mm) para luego subir a razón de 20C,mirvl hasta
2200C. La temperatura de la trampa de iones fue de 2200C y la línea de transferencia se
1
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programó a 2700C. La ionización se realiza por impacto electrónico.
La cuantificación se llevó a cabo atendiendo al área de los picos en los
cromatogramas obtenidos por GC-MS, sin utilizar factores de respuesta.
8.4.- Resonancia magnética nuclear
.
Las muestras se prepararon disolviendo 30-35 mg de polisacárido en 0,8 ml de D
20
(fracciones FIS) o NaOD (fracciones Fil) y centrifugando a 8000 g durante 20 minutos,
El sobrenadante se utilizó para registrar los espectros.
Los espectros de ‘H-RMN se registraron en un aparato Varian XL-300 a 300 MHz,
Los desplazamientos químicos se expresan en ppm (5), con DSS (4,4-di-metil-4-
silapentano-1-sulfonato) como referencia externa.
La espectroscopia de RMN tiene un conjunto de características que la hacen
especialmente ventajosa para el estudio de polisacáridos (Bovey, 1972; James,. 1975; Jones,
1976). A diferencia de otros métodos físicos, la espectroscopia de RMN no es destructiva,
Por ello, es posible examinar un polímero sin degradarlo ni modificarlo y recuperar el
material intacto.
En ‘H-RMN, las señales correspondientes a los protones anoméricos están bien
separadas de las producidas por la mayor parte de los otros protones. El análisis de la zona
anomérica de los espectros de ‘H-RMN indica el grado de complejidad del polímero,
pudiéndose determinar el número de residuos diferentes en el polisacárido y sus
proporciones relativas. Cada protón anomérico da una señal, que la mayor parte de las
veces se desdobla debido a la constante de acoplamiento, la cual varía según la
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configuración anomérica.
Los espectros de 13C-RMN se obtuvieron con desacoplamiento de banda ancha,
sobre la misma disolución y en el mismo aparato, a 75 MHz. Los desplazamientos
químicos se expresan en ppm (8), usando dioxano (8=67,4 ppm) como referencia externa,
El uso de la transformada de Fourier es obligatorio para los análisis de ‘3C-RMN
debido a la baja abundancia natural (1,1%) e intrínsecamente escasa sensibilidad del núcleo
de ‘3C.
Las señales del C- 1 de los polisacáridos presentan un rango diferente de
desplazamientos químicos según contengan enlaces ct o 13. En el caso de la manopiranosa
las resonancias del C-1 de ambos anómeros están muy próximas, pero las señales de los
respectivos C-2, C-3 y C-5 se distinguen con facilidad (Gorin, 1981).
Los desplazamientos químicos del C-1 de las furanosas suelen registrarse a campo
más bajo que el correspondiente a su homólogo en la serie piranósica (Gorin, 1981).
9. OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO DE Fenicillium oxallcum.
PURIHCACION Y CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD
GALACTANASA.
Se utilizó para realizar estos estudios el microorganismo Pen¡cilIium oxalicum
(Currie y Thom) 1331 de la colección del C.I.B. del C.S.I.C. e incluido en la Colección
Americana de Cultivos Tipo, ATCC 64198, cedido por la Dra. Reyes para realizar estos
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estudios. A partir de cultivos de 5 días de crecimiento en agar inclinado, se obtuvo una
suspensión de esporas en agua estéril (106 esporas.ml’).
El microorganismo se cultivó en el medio líquido de Reyes y Byrde (1973),
suplementado con extracto de levadura. Este medio se distribuyó en matraces de 11 (200
ml por frasco), añadiendo 1 ml de la suspensión de esporas del hongo a cada uno de ellos,
Unavez inoculados, los matraces se incubaron estáticamente a 250C y en oscuridad durante
14 días.
El liquido de cultivo se separó de los residuos de la degradación del hongo por
centrifugación.
9,1,- Valoración de actividades enzimáticas
.
9,1.1.- Sustratos empleados
Se utilizaron distintos polisacáridos solubles estudiados en este trabajo y
otros que se obtuvieron en el laboratorio por modificación de productos comerciales:
-FiS de Talaromyces flavus. Es una mezcla de varios polimeros en la que
encontramos B-(l —*5)-galactofuranosa, B-( 1—*4)-galactopiranosa, 3-(1 —*2)-galactopiranosa y
algo de 13-(1--+6)-galactopiranosa.
-Mediante degradación de Smith de goma arábiga (Ikoturn, 1984) se obtuvo un fi-
(1—*3)-galactopirano.
-También se obtuvo un 13-(1--*4)-galactopirano reduciendo pectina de Citrus con
NaBH
4 100 mM en NaOH 5 M a 90
0C (Tsumuraya y col,, 1990).
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-Se obtuvieron oligómeros de I3-(1-—*5)-galactano hidrolizando el galactano de E.
crustaceum con HCI 6 M a 250C durante 30 minutos, El HCl se elirninó en rotavapor y
los oligómeros resultantes fueron separados en una columna de Bio-Gel P2, calculando sus
masas moleculares con la curva de calibración correspondiente a esta columna. Se
utilizaron como patrones rafinosa, gentobiosa y oligómeros de N-acetil glucosamina (Reyes
y col., 1989).
Se emplearon también como controles negativos quitina, almidón, laminarina y
celulosa. La actividad JA-galactosidasa se ensayó usando un sustrato cromogénico: el o-
nitrofenil galactopiranósido (Sigma).
Todos los sustratos se prepararon a una concentración de 1 mg.ml’.
9.1.2.- Mezcla de reacción
.
Se preparó con 100 pl del sustrato y 100 pl de la disolución de enzima,
incubando a 370C durante distintos tiempos.
9.1.3.- Procedimiento de valoración
La actividad 13-(1---*5)-galactanasa se valoró midiendo
espectrofotométricamente (D.O. 540 nm) los azúcares reductores liberados mediante la
hidrólisis enzimática de los correspondientes sustratos, según el método de Somogyi (1952)
y Nelson (1944). Este método se basa en la oxidación de los azúcares y sustancias
reductoras por sulfato cúprico, que se reduce a óxido de cobre. Al reaccionar el icin
cuproso con el arsenomolibdato del reactivo de Nelson, se forma un complejo de
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coloración azul estable, cuya intensidad puede medirse espectrofotométricamente a 540 nm,
En todas las valoraciones realizadas se preparó además un blanco de sustrato y un
blanco del extracto enzimático, para descartar cualquier posible hidrólisis no enzimática del
sustrato y los grupos reductores que pudieran estar presentes en la disolución enzimática.
La identificación de los monómeros liberados y su cuantificación se realizó por
cromatografía de gases.
Una unidad de actividad enzimática se define como la cantidad de enzima necesaria
para liberar 1 pmol de azúcares reductores solubles por minuto.
La actividad 13-galactosidasa se determinó en las mismas condiciones, midiendo la
cantidad de o-nitrofenol liberado a partir del o-nitrofenil galactósido. Para parar la reacción
y detectar la presencia del nitrofenol liberado se añadieron 2 ml de tampón borato sádico-
potásico 0,2 M pH 9,8,
9,2.- Purificación de la enzima
.
El líquido de cultivo filtrado de Penidllhiam oxalicwn fue sometido a una secuencia
de tratamientos para la purificación de la actividad galactofuranasa.
Una parte del mismo fue concentrada 10 veces en rotavapor a 250C y congelada en
fracciones de 4 ml. Una de estas fracciones se filtró a través de carbón vegetal para
eliminar los pigmentos. Otra fracción se precipitó con un 1% de ácido tánico (Shibata y
Nisizawa, 1965), dejando sedimentar durante 2 horas a 40C y recogiendo después el
precipitado, que se lavó varias veces con acetona también a 40C para eliminar el ácido
tánico. Este material se desecó con una corriente de aire, guardándolo en nevera hasta su
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utilización. El fin de estas operaciones era comprobar con cual de los tratamientos se
obtenía un mayor incremento en la actividad galactanasa con respecto al liquido inicial y
utilizar el material más adecuado en los pasos siguientes.
9.2.1.- Cromatografía en columna
.
A) Cromatografía de exclusión molecular en Sephadex G-200.
El extracto enzimático concentrado se centrifugó y se cargó en una columna
de 90 x 2,6 cm de Sephadex G-200, que retiene proteínas con pesos moleculares
comprendidos entre 1x103 y 2x105 Da, equilibrada con tampón fosfato 10 mM pH 6,5. Se
recogieron fracciones de 3,5 ml hasta completar el volumen total de la columna. Se midió
D.O. a 280 nm y actividad galactanasa en todas las fracciones eluidas, concentrando el pico
de actividad enzimática a un volumen de 2,5 ml.
B) Cromatografía de intercambio iónico.
El pico de actividad galactanasa recogido de la columna de Sephadex G-200
se filtró a través de una columna de PD-10 (Pharmacia) para eliminar las sales. El material
resultante se cargó en inyecciones sucesivas de 200 pl en una columna de intercambio
iónico Mono Q HR 5/5 FPLC (5 mm x 50 mm) equilibrada con tampón fosfato sódico 10
mM pH 6,5. Se aplicó un gradiente lineal de NaCí de O a 0,5 M. Las fracciones que
presentaron actividad galactanasa se reunieron y se concentraron 5 veces.
C) Filtración en Superose 6.
El extracto obtenido en el paso anterior se filtró en una columna de
Superose 6 HR 10/30 FPLC (1,3 cm x 30,8 cm) equilibrada con tampón fosfato 50 mM
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pH 5,39 con NaCí 150 mM
El pico con actividad galactanasa se concentré y recromatografió en las mismas
condiciones.
9.2.2.- Electroforesis en gel de poliacrilamida
.
El material obtenido tras toda la secuencia de purificación se sometió a
electroforesis en gel de poliacrilamida (7% acrilamida) según la técnica descrita por
Laemmli (1970), y en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) con un 17% de
acrilamida. La tinción de los geles se realizó por el método de Morrisey (1981),
9.3.- Determinación del punto isoeléctrico
El isoelectroenfoque de la enzima purificada se llevó a cabo en geles de
poliacrilamida de 0,1 mm en un rango de pH desde 3,5 hasta 10 (anfolito LKB). Se utilizó
un “kit” de calibración para isoelectroenfoque de proteínas de la casa Pharmacia de 3,5 a
10 unidades de pH. Las disoluciones de ánodo y cátodo fueron, respectivamente, ácido
aspártico 0,025 M y etilendiamina 2 M. Los geles se tiñeron con Azul Brillante de
Coomasie R-250.
9.4.- Determinación de carbohidratos en la proteína
La concentración total de carbohidratos en la enzima purificada se determinó por
el método de la antrona. La identificación de los monómeros que la forman se estudió en
hidrolizados de la proteína con 112504 0,5 M durante 16 horas a 1000C, obteniendo sus
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correspondientes acetatos de alditol y analizándolos por cromatografía gas-liquido como
se describe en los apartados 7.2.2 y 7.2.3.
RESULTADOS
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1.- CULTIVO DE LOS MICROORGANISMOS Y OBTENCION DE
PAREDES CELULARES.
El aspecto de los cultivos tras el período de crecimiento muestra características
diferentes según las especies. El micelio de T. sdpttatus y T. heticus tiene aspecto
filamentoso. T. wort¡nannhi y T. rotundus crecen formando pequeñas esferas de filamentos,
mientras que en T. luteus y T. bacillisporus las hifas forman esferas de mayor tamaño,
En las condiciones de cultivo empleadas, las paredes celulares obtenidas al final del
proceso de purificación representan entre un 30 y un 45% del peso seco de micelio a partir
del cual fueron extraídas (Figura 5).
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2.- OBTENCION DE LA FRACCION Fi.
Llamamos fracción Pl al material polisacarídico soluble que se obtiene al tratar las
paredes celulares con NaOH 1 M a temperatura ambiente. La proporción de esta fracción
en la pared y su composición puede verse en la Tabla 1.
La proporción de material extraído en estas condiciones oscila entre un 10% y un
33%. En cuanto a su composición, observamos claramente dos grupos: tres de las especies
estudiadas tienen galactosa como azúcar mayoritario, mientras que en las otras tres
predomina la glucosa.
TABLA 1.- AZUCARES NEUTROS LIBERADOS EN LA
FRACCION Fi DE VARIAS ESPECIES DE Talaromyces.
%parcd ARA flL














tr, 9,4 4,3 20,9
ti~. 2,0 3,9 47,2
ir. ir. 7,2 37,6
Ir. ir. 2,3 3,9
ir. Ir. 2,5 2,8













Lr.= trazas (cantidades inferiores al 0,3%).
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3.- FRACCIONAMIENTO DE LA Fi.
De la fracción FI se obtuvo un material soluble en agua destilada (FiS> y
otro insoluble (Fil). En la Figura 6 se representan sus proporciones referidas a la
cantidad inicial de pared celular. Es de destacar que en T. stipitatus, T. wortmannhi
y T. helicus la cantidad de FíS es de 3 a 7 veces superior a la de Fil, mientras que
en T. luteus, T. rotundus y T. bacillisporus predomina la Fil.
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4. CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES SOLUBLES EN
AGUA.
4.1.- Carbohidratos neutros totales
.
La determinación de carbohidratos neutros totales, realizada por el método de
la antrona, demostró que estas fracciones estaban constituidas mayoritariamente por
azúcares neutros, como se muestra en la Tabla 2.
TABLA 2.- CARBOHIDRATOS NEUTROS TOTALES DE LAS FRACCIONES FiS.
7’. sílpllalus 66,5 %
7’. worlniannii 75,4 %
7’. helicus 84,5 %
7’. rolundus 72,7 96
7’, ¡¿¿leus 72$ 96
71 bacillisporus 60,7 96
4.2.- Análisis químico
Todas las fracciones FiS se hidrolizaron con H2504 0,05 M, 2 M y por
hidrólisis Saeman, En la Tabla 3 vemos los resultados obtenidos en la hidrólisis
Saernan, con la que se consiguieron las condiciones óptimas para la liberación de
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cada azúcar. En todas ellas el contenido en galactosa es muy alto. Los monómeros
en configuración furanósica se hidrolizan con H2504 0,05 M. El hecho de que la
galactosa que contienen las muestras estudiadas se libere en estas condiciones indica
que este azúcar se encuentra en forma de furanosa.
TABLA 3.- AZUCARES NEUTROS LIBERADOS EN LA HIDROLISIS SAENfAN DE LA
FRACCION FiS DE VARIAS ESPECIES DE Talaromyces.





































NUMERO DE ONDA (crií1)










4000 5500 5000 2500 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
de: A) 7’. sup/lotus; B) 7’. wortínann¡i; C) 7’. heilcus; D) 2’. rotundus; E) 7’. ¡¡¿reus y F) 2’. badlillsporus.
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representan en la Figura 7. Todos ellos, excepto el correspondiente a T. luteus,
presentaron bandas a 810 y 870 cm’ características de 13-galactofuranosa, aunque en
algunos casos estas bandas son poco intensas. En el espectro de T, luteus no se ve
la banda a 870 cm’.
No se detectaron bandas correspondientes a prote<nas ni N-acetil-
aminoazúcares.
4.3.2.- Degradación de Smith de los polisacáridos
.
La Tabla 4 presenta los productos obtenidos por la oxidación con
periodato sódico, reducción e hidrólisis de los polisacáridos, detectados como acetatos
de alditol por cromatografía de gases.
Al comparar los productos de la degradación de Smith con la composición del
material original podemos deducir, teniendo en cuenta las limitaciones de este
método, los tipos de enlace que hay en estas fracciones.
Cuando una molécula de carbohidrato con dos grupos hidroxilo contiguos se
trata con periodato sódico, tiene lugar la rotura de la cadena carbonada entre los
carbonos que soportan los dos grupos hidroxilo, dando lugar a moléculas de menor
tamaño que las presentes en el material original, como muestra el esquema de la
Figura 8.
El GLICEROL (del 11 % al 24 % excepto en T. luteu«s, con un 57 %) procede
de residuos terminales, furanosas en (1 —*6) o de piranosas enlazadas en (l—*6), en
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FIgura 8.- Oxidación por periodato sódíco de algunos tipos de enlace de los polisacáridos.
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glicerol a partir de la molécula nativa. El ERITRITOL (pequeñas cantidades, excepto
el 28% ele T. helicus y el 11% de T. bacillisporus) se origina a partir de manosa o
glucosa cuando las uniones son de tipo (1—*4) ó (1—*4,6), Las moléculas de
galactopiranosa enlazadas en posición (l—*4) ó (1—+4,6) y las de galactofuranosa
unidas en (1—*5) dan lugar a TREITOL (entre un 17% y un 27% excepto los valores
extremos de T. wortmannhi y T. bacillisporus). El ARABINITOL puede formarse a
partir de galactofuranosa con enlaces (1—*3) ó (1—*2). En las FIS encontramos
resultados tan dispares como el 4,1 % de T. luteus y el 67 % de T. wortmannii o el
47 % de T. rotundus, presentando las fracciones de las tres especies restantes valores
similares (11-15 %).
TABLA 4,- PORCENTAJES MOLARES DE LOS PRODUCTOS DE LA DEGRADACION DE
SMITH DE LA FRACCION Fis DE VARIAS ESPECIES DE Ta¡aron¡yces.
caLI Em TRE RIB ARA XIL MAN GAL GLU
‘JI sílpitalus 24,3 3,2 27,0 1,5 12,7 3,4 3,4 14,7 9,7
7’. wort~nannii 11,1 3,7 4,9 2,6 66,9 0,8 1,6 5,4 3,0
7’. he//cus 14,6 28,2 20,1 1,4 15,0 0,7 2,1 10,4 1,5
7’. rotundas 15,2 2,6 17,8 2,0 46,8 0,8 1,7 7,7 5,4
7’. tuteas 57,6 2,2 17,4 0,0 4,1 0,0 2,6 11,1 4,9
7’. bacillisporus 11,4 10,8 44,8 1,2 11,5 0,9 3,3 7,9 8,2
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Las unidades de MANOSA (1-3,5 %), GALACTOSA (5-15 Wc) Y GLUCOSA
(3-10 Wc) enlazadas en (1—3) o formando parte de otras ramificaciones no son
atacadas por el periodato, detectándose como tales tras el proceso.
La variedad de los productos obtenidos poreste tratamiento pone de manifiesto
la complejidad estructural de estas fracciones. Aunque orientativo, este método es
insuficiente para deducir la estructura de nuestras muestras por lo que recurrimos a
técnicas que suministren mayor información.
4.3.3.- Análisis de metilación de las fracciones
.
En las Figuras 9, 10 y 11 se muestran los cromatogramas correspondientes a
todas las fracciones FiS metiladas. Es preciso señalar que aún con este método
resulta imposible distinguir entre (1—*4)-galactopiranosa y (l—*5)-galactofuranosa ya
que producen el mismo derivado (1,4,5-triacetil-2,3,6-trimetil galactitol), aunque si
consideramos los resultados de las hidrólisis del material nativo (máxima liberación
de galactosa con H2504 0,05 M) y los datos de los espectros de IR es más lógico
pensar que se trata de (1—*5)-galactofuranosa.
Por otra parte, se puede ver que la medIación no ha sido total, ya que el
número de puntos de ramificación (derivados dimetilados) supera al número de
residuos terminales detectados (derivados tetrametilados). Esto puede deberse a que
el acceso de los grupos metilo a determinadas posiciones de los azúcares en el
polímero sea más difícil.
A pesar de los inconvenientes apuntados, el análisis de metilación nos
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proporciona una información valiosa acerca de la estructura de estas fracciones.
A la vista de los cromatogramas se aprecia la similitud existente entre las
fracciones FIS de T. stipita¿us, T. helicus y T. bacillisporus. En los tres casos los
componentes mayoritarios son unidades de galactofuranosa enlazadas en (I—*5) y
(l—*2), con puntos de ramificación en la posición 6 de algunas de estas unidades
((1—*2,6)-galactofuranosa) y en los residuos de manosa ((l—*2,6)-manopiranosa).
Igualmente, se detecta en los tres casos una cierta proporción de una furanosa
(diferente a la galactofuranosa) unida en las posiciones 2 y 6. Algunas diferencias
entre estas tres FIS serían, por ejemplo, la presencia de una cantidad apreciable de
(1—*4)-glucopiranosa en T. helicus y la mayor proporción de (1—*6)-galactofuranosa
en T. bacillisporus.
También es manifiesto el parecido entre el material procedente de 7’.
wortmannii y T. rotundus. Los componentes más abundantes son monómeros de
(l—*2) y (l—*3) galactofuranosa en una proporción aproximada de (1:1), Algunas de
las unidades de (l—*2) galactofuranosa están ramificadas en su posición 6 y los
residuos terminales son de glucopiranosa y galactofuranosa.
La FíS de T. luteus es diferente a todas las anteriores. Parece estar muy
ramificada, ya que los componentes mayoritarios son residuos terminales de
glucopiranosa y derivados dimetilados (3,4-Me2-Man; 2,3-Me2-Man y 3,5-Me2-Gal),
También presenta una considerable cantidad de manopiranosa enlazada en la
posición 6,
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TABLA 5.. RELACION DE COMPUESTOS DETECTADOS POR OC-MS EN EL ANALISIS DE































































Figura 9.- Cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol parcialmente ¡netilados



















Figura 10.- Cromatogranias correspondientes a los acetatos de alditol parcialmente metilados
obtenidos a partir de fracciones FiS de A) 7’. wortrnannli; 13) 7’. rotundus, analizados por GC-MS.
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Figura 11.- Croinatograma correspondiente a los acetatos de alditol parcialmente meCHados
obtenidos a partir de la fracción Fis de 7’, luteus, analizada por GC-MS.
4.3.4.- Resonancia magnética nuclear
.
Todas las fracciones FiS se analizaron por ‘H-RMN y ‘3C-RMN en las
condiciones descritas en Materiales y Métodos.
En las Figuras 12, 13 y 14 se presentan los registros correspondientes a las
resonancias de ‘H de la zona anomérica de las FIS, Para comparaciones posteriores,
hemos incluido el espectro de la especie tipo del género, T. flavus. Se aprecia en




decir, el enorme parecido de esta fracción en las especies T. stipitatus, T. helicus y
T. bacillisporus (todos tienen las señales a &~ 5,33, 5,30, 5,0 y 4,97 ppm), la
similitud entre T. wortmnannii y T, rotundus (ambos con señales a 5,24 y 5,18 ppm)
y la diferencia de T. luteus con respecto a las demás FíS. El espectro del
polisacárido de 7’. lureus es complicado y difícil de interpretar. En él se recogen
senales de al menos nueve monómeros diferentes y no han podido realizarse
asignaciones de las mismas. La Tabla 6 muestra las asignaciones de las señales
registradas en los restantes espectros de ‘H-RMN.
TABLA 6.- ASIGNACIONES DE LAS SEÑALES MAYORITARIAS DE LOS ESPECTROS DE
‘If-RMN.










A> En 7’. flavas, 7’. he//cus, 7’. sIlpitatas y 7’. bael//isporus; 8) 7’. wortmannii y 7’. rotundas.
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Los espectros de ‘3C (Figuras 15, 16 y 17) reafirman los resultados anteriores
en lo referente a la existencia de tres tipos de estructura diferentes en las fracciones
estudiadas, Las asignaciones de las sefiales recogidas mediante estos espectros
(excepto el correspondiente a T. luteus) figuran en la Tabla 7. La asignación de los
carbonos en el espectro se realizó por heterocorrelación o utilizando modelos
sintetizados por los Dres. E. Parra y M. Bernabé.
TABLA 7.- ASIGNACIONES DE LAS SEÑALES MAYORITARIAS DE LOS ESPECTROS DE
‘3C-RMN.
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
A>
—>2-a-Galf-1—-* 100,0 81,3 73,6 82,2 73,2 63,3
—*2,6.B-Oalf-1--4 106,2 88,0 76,0 83,3 70,3 70,2
—*5-13-Galf-1---* 108,8 81,9 77,5 82,9 76,8 62,2
ct-Glcp-1---+ 98,4 72,2 73,9 70,6 73,1 61,6
13>
—>2-j3-Galf-1--4 106,7 88,7 76,3 80,Sb 71,3’ 63,7
—+3-13.Oalf-1--4 108,7
807b 83,4’ 83,1c 71,5’ 63,7
.b.¶Estos valores podrían estar cambiados, pero esto no afecta a la asignación de la estructura, ya
que la variación es del ordcn de décimas.
A) En 7’. flavas, 7’. he//cus, 7’. sulpltalas y 7’. bael//isporus; U> En 7’. worímannll y Trola ndus,
59
C




5.4 5.2 5.0 P914




1 ‘•I si ~‘1
5.6 5.4 5.2 5.0 PPM
FIgura 13.- Espectros de ‘H-RMN de la región anomérica de las fraccionas FiS de: A) 7’,
wonmannll; II) 7’. rotundas.
5.6 5.4 5.2 5.0 PPI4 4.6
Figura 14.- Espectro de ‘H-RMN de la reglón anomérica de la FIS de 2’. luteus.
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Figura 15.- Espectros ‘3C.RMN dc las fracciones FiS de: A) 7’. bael//isporus; 13) 2’. sí/pitatus;
1
C) 7’. he//cus y D) 2’. flavas.
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FIgura 16.- Espectros de ‘3C.RMN de las fracciones FIS de: A) T.worttnanhi; II) 7’. rotundas.
1’ ~¡‘~‘ ¡
jitII!JIJI ¡¡¡II’
Figura 17,- Espectro de ‘3C-RMN de la FiS de 7’. ¡¡¿leus.
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5. SEPARACION DE DISTINTOS POLISACARIDOS DE LAS
FRACCIONES FIS. ESTIMACION DE SUS PESOS MOLECULARES,
La gran complejidad de los resultados encontrados hasta este momento nos
hizo considerar la posibilidad de que estas fracciones no fueran un material
homogéneo, sino que estuvieran compuestas por una mezcla de polímeros. Por ello,
decidimos someterlas a un proceso de filtración en gel a escala preparativa. Después
de realizar pmebas con diferentes geles y eluyentes, se llegó a la conclusión de que
las mejores separaciones y recuperaciones se obtenían en una columna de 40 x 2,6
cm empaquetada con Sepharosa CL-613 utilizando NaOI-I 0,3 M como eluyente. Por
esta razón sólo se mostrarán los perfiles de elución correspondientes a la separación
obtenida en estas condiciones (Figuras 18 y 19).
La FIS de T. luteus, que como ya hemos visto en los anteriores resultados era
muy diferente al resto de las especies estudiadas en su composición y estructura,
presenta un único pico tras el proceso de filtración en gel. En el resto de las
fracciones FiS encontramos un polímero de alto peso molecular cuya proporción es
variable, y dos o tres picos de diferente peso molecular que quedan retenidos en el
gel y que no llegan a separarse completamente, cosa que no es de extraflar dada la
naturaleza polidispersa de los polisacáridos. La segunda fracción es en todos los
casos la más abundante.
La denominación de los polisacáridos en los resultados que siguen se hará
mediante dos letras (correspondientes a las iniciales de la especie) y un número
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romano (que indica el número de pico en el gráfico de filtración en gel).
Cada una de las fracciones aisladas se recromatografió para comprobar su
pureza. Al recromatografiar la fracción T.s.III se obtuvieron dos picos, no bien
resueltos, que se recogieron por separado (T.s.JII-1 y T.s.HI-2).
Los monómeros presentes en las diferentes fracciones se determinaron
mediante hidrólisis con H2504 2 M durante 5 horas a 100
0C (Tabla 8).
Para una determinación más aproximada de los pesos moleculares de estos
polimeros y como comprobación de la separación obtenida por filtración en gel a
baja presión se analizaron todas las fracciones FIS por cromatografía líquida de alta
resolución (HPLC), técnica que proporciona mayor eficacia en la separación.
Los resultados obtenidos en 1{PLC analítica concuerdan totalmente con los
perfiles de elución previamente obtenidos. Los polisacáridos purificados por filtración
en gel a escala preparativa fueron también analizados por HPLC en iguales
condiciones que las fracciones FIS enteras con el fin de confirmar su pureza. Los
pesos moleculares aproximados de los polisacáridos, calculados en el punto medio






Figura 18,- FIltración a través de Sepharose CL-6B de la FiS de las ~pecles que se indican

























































Figura 19.- Filtración a través de Sepharose CL-613 de la RS de las especies que se indican
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TABLA 8.- AZUCARES NEUTROS LIBERADOS EN LA HIOROLISIS DE LAS DIFERENTES
FRACCIONES PURIFICADAS.







































































6. ANALISIS ESTRUCTURAL DE LAS FRACCIONES PURIFICADAS.
El análisis estructural de los polisacáridos mayoritarios se realizó obteniendo
sus acetatos de alditol parcialmente metilados y analizándolos por cromatografía de




El polisacárido T.sJ (Figura 20A) supone una proporción muy pequeña de la
FiS (3,5 %) y está compuesto principalmente por unidades de glucosa enlazadas en
(1—44), aunque también se ven pequeñas cantidades de enlaces (l—*3).
T,s.II (Figura 20B) es un ¡3-galactofurano con enlaces (1—*5) y (1—42) y
numerosos puntos de ramificación en la posición 6 de unidades de (l—*2)
galactofuranosa y de unidades de glucosa. Se detectan también pequeñas cantidades
de galactofuranosaen (1—*6), galactopiranosaen (1—>6) y otra furanosa (posiblemente
manosa) en (1—*2). Los residuos terminales son de glucopiranosa y de
galactofuranosa (Tabla 9),
La estructura de T.s.III-1 (Figura 20C) es muy similar a la del polisacárido
anterior, con una proporción ligeramente superior de residuos de galactofuranosa en
(1—*2). Otra diferencia entre ambas radica en su peso molecular,
La fracción T.s.III-2 (Figura 20D) es también similar a las dos anteriores, pero
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Figura 20.- Cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol parcialmente metilados
de las cuatro fracciones purificadas a partir de laFiS de 7’. silpflatus por filtración en Sepharose CL.









TABLA 9.- ACETATOS DE ALDITOL PARCIALMENTE METILADOS DETECTADOS EN LA




EN EL ESPECTRO DE MASAS (m/z>
TIPO DE ENLACE
2,3,4,6.Me4.Oíub 1,00 0.3 87,88,101,102,118,129,145,161,162,205 Olup-(1—~
2,3,5,6-Me4-Gal 1,09 0,1 45,89,102,118,145,162,205
3,5,6-Me,-Gal 1,90 0,4 45,59.89,130,145,190,205,306 —>2).Oaif-(1 —3
2,3,6-Me,-Gal 2,13 1 45,102,113,118,162,173,233 —>5)-Galf-0—-
2,3,5-Mc,-OaI 2,64 tr, 102,117,118,130,162,173,233 —>6)-Oalf-(1—-*
3,5-Me,-Oal 4,90 0,6 88,101,117.130,173,190,233 —*2,6)-Oalf.(l —~
2,3,4-Me,-Man 2,22 Ir. 102,118,129,130,162,173,189,206,233 —*6)-Ma¡p-(l-4
3,4-Me,-Man 4,20 0,7 87,88,129,130,189,190
3,5,6-Me,-Hex 1,66 tr. 45,88,89,130,190,205,306 —42)-liex/-<l—4
‘Tiempo de retención relativo al 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-ielra-O-meíilgluci¡ol en OV-225 a 170
0C.
b2346..Me
4..01u 1,5-di-O-acctil-2,3,4,6-tetra-O-metilglucitol, etc. ‘Oalf= galactofuranosa.
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cuya identidad no pudo ser determinada debido a que ni mano- ni glucofuranosa
aparecen descritos en la bibliografía, La metilación de este polímero es deficiente,
como demuestra la desproporción entre residuos terminales (tetrametilados) y puntos
de ramificación (derivados dimetilados).
6.2.- Talaromvces wortmannu
.
El polisacárido T.w.I (Figura 21A) es muy escaso (5%) y se metila con mucha
dificultad. Posiblemente sea un polímero lineal de glucosa con enlaces (1—*4) y una
pequeña cantidad de enlaces (l—*3).
El análisis de T.w.II (Figura 21B) nos indica que es un ¡3-galactofurano
enlazado en (l—*2) y (l—+3). Encontramos unidades de (l—*2,6) galactofuranosa como
úííicos puntos de ramificación, siendo los residuos terminales de glucopiranosa y
galactofuranosa, Otros residuos que aparecen en baja proporción son una piranosa
unida en (l—*2) y galactosa unida en (1—*6) (Tabla 10),
El polisacárido T.w.llI (Figura 21C) tiene menor peso molecular que la
fracción anterior, pero su estructura es prácticamente idéntica,
6.3.- Talaromvces helicus
A diferencia de los casos anteriores, el pico no retenido en la columna de
Sepharose CL-6B es bastante abundante (33,6%). El análisis de T.h.I (Figura 22A)
nos indica que es un glucano ramificado ((1-44,6)-glucopiranosa) con enlaces (1—*4)
y (1 —*3). Los residuos terminales son de glucopiranosa y se encuentran también
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TABLA 10.- ACETATOS DE ALDITOL PARCIALMENTE METILADOS DETECTADOS EN LA




EN EL ESPECTRO DE MASAS (mlz)
TIPO DE ENLACE
2,3,4,6.M04Olub 1,00 0,2 87,88,101,102,118,129,145,161,162,205 Olup-(1—-*
2,3,5,6-Mc4-0a1 1,09 tr. 45,89,102,118,145,162,205 Galf.<1—’
2,5,6-Me,-OaI 1,90 1 45,59,59,130,145,190,205,306 —43).OaJf-<í —4
3,5,6-Me,-Gal 1,90 1 45,59,89,130,145,190,205,306 .-*2)-Oaif-(I--3
2,3,6-Me,-Gal 2,13 tr. 45,102,113,118,162,173,233 —~5)-Oaif-(1 —
2,3,5-Mc,-Oal 2,64 tT, 102,117,118,130,162,173,233 —*6)-Gaif.<1 —3
3,5-Me,-0a1 4,90 0,2 88,10l,117.130,173,190.233 —32,6)-OOif<1’4
2,3,4-Me,-Man 2,22 0,1 87,102,118,129,130,162.173.189,206,233 —*6)-MaIwd1’4
‘Tiempo de retención relativo al 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tctra-0-mCtilglUcitol en OV-225 a 170
0C.
b2346.Me
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Figura 21,- Cromatogramas correspondientes a los acetatos dealditol parcialmente motilados
de las tres fracciones purificadas a partir de la FiS de 7’. worllnannll por filtración en Sepharose CL-
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Figura 22.- Cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol parcialmente metilados
de las tres fracciones purificadas a partir de la FiS de 7’. he//cus por filtración en Sepharose CL,-GB.




pequeñas cantidades de residuos de galactofuranosa unida en (l—>2> y (1-45). El
segundo polisacárido obtenido a partir de la FíS de este hongo (T.h.II) es un
galactofurano muy parecido al T,s.ll. Mayoritariamente está formado por
galactofuranosa con enlaces (1—*5) y (1—~2), coíi numerosos puntos de ramificación
en la posición 6 de estas últimas unidades (Figura 2213 y Tabla 11), El polisacárido
T.h,III (Figura 22C) tiene igual estructura, pero diferente peso molecular.
6.4.- Talaromvces rotundus
.
T.r.I (Figura 23A) es un (1—*4) glucano con puntos de ramificación en las
posiciones 6. Se detectan también residuos de galactofuranosa y glucopiranosa con
enlaces (l—>3). Todos los residuos terminales son de glucosa.
En T.r.II (Figura 23B) encontramos los derivados correspondientes a un
galactofurano con uniones (1-42), (1—*3) y (1—*5), La presencia de 3,5-di-O-
metilgalactitol indica que los puntos de ramificación están en las posiciones 6 de
residuos de (1—*2)-galactofuranosa. Los terminales son monómeros de glucopiranosa
y de galactofuranosa. Este polímero tiene además algunas unidades de una
hexopiranosa (manosa ó glucosa) y de galactofuranosa enlazadas en (l—*6) (Tabla 12).
T.r.III (Figura 23C) es parecido al polisacárido anterior. Los tipos de enlace
son los mismos, pero sus proporciones relativas varían ligeramente. Está menos
ramificado, aunque los puntos de ramificación están en las mismas posiciones. Casi
todos los residuos terminales son de glucosa.
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TABLA 11.- ACETATOS DE ALDITOL PARCIALMENTE METILADOS DETECTADOS EN LA




EN EL ESPECTRO 1)11 MASAS (mP>
TIPO DE ENLACE
2,3,4,6.Me4OIub 1,00 0,5 87,88,101,102,11 8,129,145,161,162,205 Olup-(1--->
2,3,5,6-Me4-Gal 1,09 0,3 45,89,102,118,145,162,205 Gaif.(1~~*O
3,5,6-Me,-GaI 1,90 1 45,59,89,1 30,145,190,205,306 —2)-Oalf-(1 —*
2,3,6-Me-,-Gal 2,13 1 45,102,113,118,162.173,233 —35>.Oalf-fl—4
2,3,5-Me,-Oal 2,64 tr. 102,117,118,130.162,173,233
3,5-Me,-Oal 4,90 0,5 88,101,117,130,173,190,233 —2,6)-Oalf-(1-4
2,3,4-Mc,-Man 2,22 tr. 102,11S,129,130.162,173,189,206,233 —46)-Mav-(1—-*
3,4-Me3-Man 4,20 0,3 87,88,129,130,189,190 -42,6>Maiw-O-—*
‘Tiempo de retención relativo al 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-Letra-0-metilglucitol en OV-225 a 17000.
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Figura 23.- Cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol parcialmente nietilados
de las tres fracciones purificadas a partir de la FiS de 7’. rotundas por filtración bu Sepharose CL.













TABLA 12.- ACETATOS DE ALDr1’OL PARCIALMENTE METILADOS DETECTADOS EN LA




EN EL ESPECTRO DE MASAS «nl,>
TIPO tSE ENLACE
2,3,4,6MC<Glub 1,00 0,2 87,88,101,102,118,129,145,161,162,205 OIup-0—-*
2,3,5,6-Me4-Oal 1,09 0,1 45,89,102,118,145,162,205 Oalf-<1--*
2,5,6-Me,-OaI 1,90 0,8 45,59,89,130,145,190,205,306 —3)-OaJf-(1 —
3,5,6-Me,-Oal 1,90 1 45,59,89,130,145,190,205,306 —2)-Oa]f-(1—4
2,3,6-Me,-Gal 2,13 0,4 45,102,113,118,162,173,233 -45)-OaIf-(1—-*
2,3,5-Mc,-Oal 2,64 0,1 102,117,118,130,162,173,233
3,5-Me,-Gal 4,90 0,2 88,101,117,130,173,190,233 .—2,6)-GsIf.(1 —4
2,3,4-Me,-Man 2,22 0,1 102,118,129,130,162,173,189,206,233 -46>-MaIV$1 -4
3,4-M%-Man 4,20 0,1 87,88,129,130,189,190 —2,6>.Nfazp-(1--*
‘Tiempo de retención relativo al 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-te¡ra-O-metilglueitol en OV-225 a 170’C.




La fracción T.l. (Figura 24) es igual a la FiS de esta especie ya que se obtiene
un único pico por cromatografía de exclusión molecular. Su estructura es compleja
y diferente al resto de las estudiadas en este trabajo. Parece estar muy ramificado y
los derivados metilados más abundantes corresponden precisamente a residuos
terminales de glucopiranosa y puntos de ramificación (1 —~2,6-manopiranosa). Hay
también abundante (l—*6) manopiranosa y presenta al menos otros seis componentes
en menor cantidad (Tabla 13).
e
15 20 25 30
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Figura 24.- Cromatograma correspondiente a los acetatos de alditol parcialmente ¡netilados
de la fracción T.l. purificada a partir de la FiS de 7’. ¡¡¿leus por filtración en Sepharose CL-613.
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TABLA 13,- ACETATOS DE ALDITOLPARCIALMENTE METILADOS DETECTADOS EN LA




EN EL ESPECTRO DE MASAS <mP>
TIPO DE ENLACE
2,3,4,6Me4~Glub 1,00 0,9 87,88,101,102,118,129,145,161,162,205 Olup-(1-4
3,5,6-Mc,-Gal 1,90 0,2 - 45,59,89,130,145,190,205,306 —*2>-Ga1f-(1--~
2,3,6-Me,-C,al 2,13 0,5 45,102,113,118,162,173,233 —>5)-OaIf.(l-4
2,3,5-Me,-Gal 2,64 0,1 102,117,118,130,162,173,233 —*6)-GaIf-(1 —*
3,5-Me,-Oal 4,90 0,5 88,101,117,130,193,190,233 —>2,6)-Galf-(1-4
2,3,4-Me,-Man 2,22 1 102,118,129,120,162,173,189,206,233 —~6)-Manp-(1 —>
3,4-Me,-Man 4,20 0,9 87,88,129,130,189,196
4,6-Me2-Man 2,92 0,5 45,101.161,201,261 —4Z3>-MOIW-(1--4
‘Tiempo dc retención relativo al 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tctra-O-metilglucitol en OV-225 a 170
0C.
b2346..Me




La primera fracción obtenida por filtración en Sepharose CL-6B (T.b.I)
representa un 2,4% de la FiS y no se pudo analizar por su insolubilidad en DMSO.
T.b.II (Figura 25A) está formada mayoritariamente por unidades de
galactofuranosa unidas en (1—*5) y (1—*2), con abundantes puntos de ramificación (se
detectaron monómeros de una hexopiranosa y de galactofuranosa enlazados en las
posiciones 2 y 6). Los residuos terminales son mayoritariamente de glucopiranosa,
aunque también se encontró algo de galactofuranosa terminal (Tabla 14),
T.b.ILI (Figura 25B) está formada por los mismos monómeros que la anterior,
aunque sus proporciones varían ligerameíite. Posiblemente la principal diferencia
entre ambas estriba en su peso molecular.
T.b.IV (Figura 25C) es también similar en su estructura a las dos anteriores,
pero al igual que ocurre en T,s.llI-2, encontramos residuos de mano- o glucofuranosa
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Figura 23.- Cromatogramas correspondientes a los acetatos de alditol parcialmente metilados
cte las tres fracciones purificadas a partir de la FiS de 7’, hadilllsporus por filtración en Sepliarose








TABLA 14.- ACETATOS DEALDITOL PARCIALMENTE METILADOS DETECTADOS EN LA




EN EL ESPECTRO DII MASAS (uit!>
TIPO DEENLkCE
2,3,4,6~Me<.GIub 1,00 0,4 87,88,101,102,118,129,145,161,162,205 Olup-(1--4
2,3,5,6-Me<-Qal 1,09 0,1 45,89,102,118,145,162,205 Galf-(1—4’
3,5,6-Me,-Gal 1,90 0,5 45,59,89,130,145,190,205,306 —~2)-CaIf-(1 —.
2,3,6-Me,-Gal 2,13 1 45,102,113,118,162,173,233 -45)-OaIf-(1--4
2,3,5-M%-Oa1 2,64 0,1 102,117,118,130.162,173,233 —*6).Golf-0 —>
3,5-Me,-Oal 4,90 0,5 88,101,117,130,173,190,233 —*2,6)-Oalf-(1 —
2,3,4-Me,-Man 2,22 Ir. 102,11 8,129,130,162,173,189,206,233 —6)-Manp-(1 —3
3,4-Me~-Man 4,20 0,5 87,88.129,130,1 89,190 .-42,6)-Maow-<1--*
3,5,6-Mc,-Hex 1,66 tr. 45,88.59,130.190,205,306 —*2)-Hexf-(1--3
‘Tiempo de retención relativo al 1,5-di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metilglucitol en OV-225 a 1700C.
b2346Me
4..G1u 1,5.di-O-acetil-2,3,4,6-tetra-O-metilglucitol, etc. ‘Galf= galaclofuranosa.
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7. CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES INSOLUBLES EN
AGUA (Fil).
7.1.- Carbohidratos neutros totales
.
Se determinó el porcentaje de carbohidratos en estas fracciones mediante el
método de la antrona. Los resultados figuran en la Tabla 15. Los valores obtenidos
pai-a T, stipiratus, T. worrmannii y T, helicus, inferiores al 54%, se deben a la
resistencia de estos polisacáridos al tratamiento con ácido.
TABLA 15.- CARBOHIDRATOS NEUTROS TOTALES DE LAS FRACCIONES Fil,
7’, sllpitatus 41,6 96
7’. wor¡mannii 42,6 %
7’, he//cus 54,8 %
‘1’. rolundus 74,8 96
7’, luteus 75,4 96




Todas las fracciones FíI se hidrolizaron con H2504 2 M y por hidrólisis
Saeman. En la Tabla 16 vemos los resultados obtenidos en la hidrólisis Saeman, que





En la Figura 26 se recogen los espectros infrarrojos de las fracciones Fil
de cada una de las especies. T. sfipitatus, T. wortnzannll y T. helicus tienen la banda
a 890 cm
1 característica de anómeros en configuración 13. T. lureus, T. rotundus y T.
bacillisporus presentan bandas a 820 y 850 caÍ1 típicas de anómeros en
configuración cz.
7.3.2.- Degradación de Smith de los polisacáridos
.
Las fracciones Fil fueron oxidadas con periodato sódico 0,015 M como
se describe en el apartado 8,2 de Materiales y Métodos. Tras las correspondientes
etapas de reducción, hidrólisis ácida y transformación en los acetatos de alditol, se
detectaron los productos que se detallan en la Tabla 17.
Las FíI obtenidas a partir de T. stipitwus y T, bacillisporus son prácticamente
iguales, con un 85-87 % de (1—*3) glucopiranosa. Se detecta también
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TABLA 16.- AZUCARES NEUTROS LIBERADOS EN LA HifiROLISIS SAEMAN DE LA
FRACCION Fil DE VARIAS ESPECIES DE Talaromyces.
ARA XIL MAN GAL GLU 96
7’. silpitatus 2,6 14,7 8,3 18,0 26,1 69,7
7’, wortmanngi 1,9 8,3 4,7 23,6 21,1 59,6
7’. helicus 0,7 0,5 3,9 8,1 64,7 77,9
rotundus 1,8 2,0 3,2 7,1 86,0 99,8
7’. ¡uleus Ir. Ir. 2,8 1,1 95,1 99,0
7’? bacillisporus 1,8 4,6 4,8 3,4 85,1 99,7
aproximadamente un 4 % de glicerol, que puede proceder de distintos monómeros
en la estructura original.
Las Fil de T, rotundus y T. bacillisporus son (1-43) glucanos lineales,
La de 1. wortmannhi parece tener una estructura bastante más complicada,
puesto que se detectan muchos productos de degradación, siendo los mayoritarios
glucosa (23% procedente de enlaces <1—*3) o de puntos de ramificación) y un 23%
de eritritol (de enlaces (1—+4) de glucosa o manosa).









Figura 26.- Espectros infrarrojos de las fracciones Fil obtenidas de las paredes celulares de:
A) 7’. sUp/lotus; 13) 7’. wort,nannll; C) 7’. he//cus; D) 7’.rotundus; E) 7’. Inteus y F> 7’. bad¡¡ísporus.
4000 3500 3000 2600 2000 ¡800 ¡600 400 ¡200 1000 800 600
NUMERO DE ONDA (cm’1>
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TABLA 17,- PORCENTAJES MOLARES DE LOS PRODUCTOS DE LA DEGRADACION DE
SMITH DE LA FRACCION Fil DE VARIAS ESPECIES DE Tahzromyces.
OLI BR! TRE RIB ARA ~tL MAN GAL OLU
7’. sUp/tatas 4,3 3,3 1,4 0,0 1,8 0,0 0,0 1,3 87,2
7’. wortntannii 16,2 23,0 0,0 0,0 7,9 16,8 2,8 1,1 32,2
7’. he//cus 7,4 17,1 2,7 0,0 3,0 1,6 2,6 1,8 63,8
7’. rotundas 0,8 0,0 1,6 0,0 0,9 0,0 1,2 0,0 95,6
7’. luteus 0,9 3,6 0,0 0,0 0,9 0,0 2,2 0,0 92,4
7’. bacil/isporus 3,9 1,9 0,0 0,0 1,9 5,6 1,6 0,0 85,1
7.3.3.- Resonancia magnética nuclear
,
Se obtuvieron los espectros de protón de las fracciones Eh (asignaciones
de las sefiales en la Tabla 18) y de 13C (Figuras 27 y 28) como análisis
complementario a la oxidación con periodato sódico, ya que la extremada
insolubilidad de estos polimeros en DM50 hizo infructuosos todos los intentos de
metilación, Los espectros de la Fil de T. bel/cus no pudieron conseguirse, ya que se
encontraron problemas al disolverlo en NaOD,
Las asignaciones de las sefiales registradas por ‘3C-RMN están en la Tabla 19,
Las sefiales obtenidas para la 13-(1—--*3)-glucopiranosa no se corresponeden bien con
las descritas en la bibliografía para este tipo de enlace en ninguna de las dos especies
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TABLA 18.- ASIGNACION DE LAS SEÑALES MAYORITARIAS REGISTRADAS EN LOS







A) En 7’. rotundas, 7’. ¡ateus y 7’. bac//¡isporas; fi) ‘En 7’. st/pitatus; bfi~ 7’, wortrnannhi.
TABLA 1.9.- ASIGNACIONES DE LAS SEÑALES MAYORITARIAS REGISTRADAS EN LOS
ESPECTROS DE ‘
3C-RMN DE LAS FRACCIONES Fil.
0-1 0-2 0-3 0-4 0-5 0-6
A)
—3-a-Olcp-1-4 101,6 12,2 84,9 71,7 74,1 62,4
fi)
—3-13-OIcp-1 --4 101,1 73,1 82,4 12,1 74,9 62,3
101,5 75,2 74,2 72,5 70,5 62,5
C)
No asignado
A) En 7’. rotundas, 7’. tuteas y 7’. badil/isporus; fi) En 7’. st/p/tatus; C) En 7’. wortman.¿i.
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que la contienen, especialmente en la fracción Fil de T. wor¡mannii. Esto puede ser
debido a que estos residuos estén unidos a xilosa (ambas fracciones contienen dicha




Figura 27.- Espectros de 13C-RMN de las fracciones Fil de: A) 7’, wortmnannll y B) 7’. sUp/lotus,
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8. COMPOSICION DE LA Fi DE HONGOS DE GENEROS
RELACIONADOS CON Talaromyces.
En nuestro laboratorio se habla descrito que la composición de la pared de
varias especies de Penicillium mostraba diferencias y lo mismo ocurría al estudiar
especies de los géneros Talaromyces y Eupenicillium. Estas diferencias deberían
reflejarse en los polisacáridos que forman la pared. Para demostrarlo y ver qué
variaciones había se extrajeron las fracciones FiS y Fil de varias especies de los
géneros Eupen/cillium, Penicillium y Aspergillus. La fracción FiS representó entre
el 2,5 y el 6,2%, y la Fil entre un 16,2 y un 32,5%.
En la Tabla 20 se presenta la composición química de ambas fracciones para
cada especie.
En la FiS el azúcar más abundante es la galactosa, con menores cantidades de
glucosa y manosa. Hay que selialar que 1’. brev/compactum tiene un 22% de glucosa,
pero ésta no se detecta en el espectro de RMN. Esto indica que la glucosa detectada
en la hidrólisis de esta fracción procede de una contaminación de algún otro polímero
de la pared, y que se elimina en la centrifugación previa al análisis por RMN,
Toda la galactosa de las fracciones FiS se liberó al hidrolizar con H2504 0,05
M, lo que indica que este monómero está en configuración furanósica.
Las fracciones FiS se analizaron esti-ucturalmente por
13C-RMN, encontrándose
en los espectros de todas ellas (Figura 29) únicamente las señales características de
un polímero de galactofuranosa enlazada en 13-(1—>5).
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TABLA 20.- AZUCARES NEUTROS LIBERADOS EN LA HIDROLISIS DE LAS FRACCIONES
FIS Y Fil DE VARIAS ESPECIES.
FIS




























0,0 0,4 0,0 52,1
1,9 0,0 2,3 90,2
0,0 0,6 1,8 88,2
1,0 0,6 0,0 42,2










decumbens; D) A. ochraceus y ~ ~ j iscFigura 29.- Espectros de ‘3C-RMN de las fracciones FiS de: A) E. crustaceum; B) P.C) P. brev/-cornpactum; E) A. flavipes.
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Viendo que las FIS obtenidas a partir de todas estas especies eran iguales, se
escogió una de ellas, la de E. crustaceum, para purificarla por filtración en Sepharose
CL-6B (Figura 30), Se obtuvieron dos picos, uno de los cuales representaba el 90%
de la FíS (E.c.II> y tenía un Pm aproximado de 17 kDa. El otro (E,c.I), que supuso
un 10% de la FiS, quedaba totalmente excluido del gel.
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Figura 30.- FiltracIón a través de Sepliarose CL-611 de la FIS de E, erustaceum,
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9. OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO DE Penicillium
oxalicum. PURIFICACIONY CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD
GALACTANASA.
9.1.- Purificación de la actividad galactanasa
.
Una vez obtenido el líquido de cultivo de PenicilUum oxalicum, se concentró
10 veces y se distribuyó en alícuotas de 4 ml que fueron congeladas. Varias de estas
fracciones se emplearon para someterlas a distintos tratamientos iniciales,
Utilizando como sustrato el 13-(1—->5)-galactofurano de E. cru-staceum, se midió la
actividad enzimática de:
a) El extracto concentrado,
b) El liquido resultante de filtrar el extracto a través de carbón vegetal.
c) El extracto precipitado con un 1% de ácido tánico.
La mayor actividad se encontró en el extracto concentrado y por este motivo
el resto de la purificación se realizó con este material.
Una fracción de 4 ml se cargó en una columna de Sephadex G-200 equilibrada
con tampón fosfato 14 mM a pI-I 6,5 para eliminar un pigmento fenólico amarillo que
aparece en distintas cepas de P, oxalicum (Reyes y col,, 1981) y que presenta una
fuerte absorción a 280 nm. Se recogieron fracciones de 3,5 ml midiendo en cada una
de ellas la D,O. a 280 nm (Figura 31). Se obtuvieron tres fracciones con actividad
B-(1—-*5)-galactofuranasa, a las que denominamos A, B y C, y que representaron
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TABLA 21..- PTJRII?ICACION DE LA ENZIMA fl-(1->5)-GALACTOFIJRANASA.
ETAPA DE ACT. TOTAL PROTEíNA ACT. ESPEC]F. PURIFICACION RENDIMIENTO
PURIFICACION (Unidades) (mg) (unidadcs.mg’) (n~ veces) (%)
Concentrado ¡nie. 0,211 6,00 0,035 1 100
Sephadex 0-200 0,148 0,60 0,247 7 70
PD-10 0,133 0,60 0,222 6 63
Mono Q ER 5/5 0,062 0,13 0,477 14 29
Superosa 6 HR 10/30 0,192 0,06 3,200 91 91
respectivamente un 5,4%, 73,5% y 20,6% de la actividad total. El pigmento eluyó
junto con la fracción C.
La fracción E se filtré a través de una columna de PD-10 para eliminar las
sales y a continuación se prosiguió con la purificación por FPLC de intercambio
iónico en una columna Mono Q HR 5/5 equilibrada con tampón fosfato sódico 10
mM a pH 7,2. Un 76% de la actividad no queda retenida en la columna en estas
condiciones, eluyendo antes de la aplicación del gradiente de NaCí (Figura 32). Esta
fracción no retenida se cargó en una columna de filtración en gel para FPLC
Superosa 6 HR 10/30 (Figura 33).
En la Tabla 21 se resume el proceso total de purificación de la enzima ¡3-
(1 —+5)-galactofuranasa.
La enzima J3-(1-—*5)-galactanasa se purificó 91 veces con un rendimiento del
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Figura 3k Purificación de la actividad i3-(1--*S)-galactanasa a travésde Sephadex 0-200 con












Figura 32.- Purificación de la actividad galactanasa a través de Mono Q MR 5/5, equilibrada
1
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Figura 33- Filtración en gel a través de Superose 6 1-fR 10/30 equilibrada con tampón fosfato
sódico 50 mM pH 5,2/NaCí 150 mM. Las barras 6) indican la fracción que se recogió como enzima
purificada. O es la galactofuranasa; 1 es un inhibidor.
eliminé un inhibidor, caracterizado como un polisacárido, Dicho polisacárido (30 pg)
inhibía el 70% de la actividad de la galactanasa purificada (60 pg). La comprobación
de la pureza de la enzima se hizo mediante electroforesis en geles de poliacrilamida





Al realizar el isoelectroenfoque en gel de poliacrilamida con anfolitos en
un rango de pH entre 3,5 y 10, la enzima purificada se resolvió en una sola Banda
que correspondió a un pH aproximado de 7,9.
9.2.3.- Peso molecular
El peso molecular de la enzima purificada se determinó por electroforesis
en gel de poliacrilamida con SDS, encontrándose un valor aproximado de 77000 D
(Figura 34). Al determinar el peso molecular aparente por filtración en gel de
Superosa 6 sc encontró un valor menor que el determinado por electroforesis. Este
hecho puede deberse a una interacción hidrofóbica de la proteína con el gel en las
condiciones de ensayo con NaCí 150 mM, Este efecto se observó en valores de pH
comprendidos entre 5,5 y 7,2.
9.2.4.- Análisis de azúcares en la enzima
,
La B-(1-—*5)-galactanasa es una glicoproteina con un contenido en
carbohidratos que oscila entre el 18% y el 22%, y de los cuales la galactosa es el
monómero más abundante.
9.2.5.- Determinación de la constante de Michaelis-Menten
La afinidad de la enzima por el ¡3-(1---~5)-galactano de E. crustaceum se
estimó determinando la constante de Michaelis-Menten a partir de la representación
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gráfica de Lineweaver-Burk, obteniéndose un valor de 1,2 mg.mF1. La velocidad
máxima fue de 0,55 pmol.W1.
1/mg . ml
1,5
Figura 35.- Representación gráfica de Lineweaver-Burk para el cálculo de la Km y la
velocidad máxima.
9.2.6.- Efecto de distintos iones
.
Al estudiar el efecto de diferentes iones (a una concentración 50 mM>
sobre la actividad enzimática, se observó una fuerte inhibición por la mayoría de los
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TABLA 22.- ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO DE LA ENZIMA B-(1--45)-
CYALACTOFURANASA.
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AEI % de hidrólisis se caleuló con respecto al obtenido para la FiS de E, crustaceum.
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9.2.7.- Especificidad de sustrato
.
La enzima hidroliza fracciones FIS que condenen ¡3-(1.--+5>-galactofurano
y no tiene actividad sobre o-nitrofenil-galactopiranósido, 13-(1 —*5)-galactofuranobiosa
ni otros polisacáridos (Tabla 22).
9.2.8.- Linealidad de la velocidad de reacción con el tiempo de incubación
y con la concentración de enzima
La velocidad de reacción de la enzima resultó ser proporcional: a) al tiempo
de incubación durante las etapas iniciales de la reacción, esto es, durante los 30
primeros minutos; b) al incremento en la concentración de enzima en un rango entre
O y 250 pl.
9.29.- Modo de acción de la enzima
Los productos de la degradación enzimática del 13-(1--*5)-ga]actofurano de
E, cru.staceum obtenidos entre 0,5 y 24 horas se analizaron por cromatografía en capa
fina y por cromatografía gas-líquido. A pesar de que el total de sustancias reductoras
aumentó con el tiempo de incubación, la concentración de monómero liberado
permaneció constante tras 4 h de tratamiento. La cromatografía en capa fina puso de
manifiesto la producción de monómero, dímero y trfmero de galactosa. Transcurridas
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Figura 36.- Análisis por cromatografía en capa fina de los productos de la hidrólisis
enzimática del 8-(1---5)-galactofurano de E, crustaceum por la enzima purificada.
DISCUSION
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A pesar de que la composición y estructura de la pared celular fúngica viene siendo
estudiada desde el siglo pasado, aún es escasa la información que existe sobre ella, En los
primeros trabajos desarrollados en este campo se emplearon tratamientos químicos para
obtener las paredes celulares a partir del micelio. Puesto que dichos métodos se basaban
en la utilización de ácidos o álcalis en condiciones enérgicas, tan sólo los polfmeros que
resistían el tratamiento (como quitina o celulosa) podían ser analizados, dando una idea
distorsionada de la composición de la pared. Cuando las paredes celulares se empezaron
a obtener mediante técnicas que no alteraban su composición química, como los métodos
de ruptura celular (Aronson y Machlis, 1959; Crook y Johnston, 1962; Aronson, 1965;
Rosenberger, 1976) fue posible identificar otros polímeros.
La mayoría de los trabajos publicados en el pasado se han realizado con paredes
enteras (Hamilton y Knight, 1962; App]egarth, 1967; Grisaro y col., 1968; Applegarth y
Bozoian, 1969) o bien con fracciones polisacarídicas extraídas de la misma (generalmente
mediante tratamientos con álcali) pero no sometidas a posteriores procesos de purificación
(Leal y col., 1984; Gómez-Miranda y col,, 1984 y 1986; Rupérez y Lea], 1986; Rupérez
y col., 1986). La tendencia más reciente se dirige hacia la obtención de polímeros
purificados (Rupérez y Leal, 1987; Prieto y col., 1988; Gómez-Miranda y col., 1990). Este
aspecto es especialmente interesante, ya que polímeros que se encuentran en la pared en
proporciones pequeñas pueden tener gran importancia en taxonomía.
Si nos ceñimos al grupo de los Ascomicetos, el polímero mayoritario presente en
las paredes celulares de sus numerosas especies es un complejo J3-glucano-quitina
(Bartnicki-García, 1968 y 1970), cuya composición y estructura no varía demasiado entre
1
108
los diferentes géneros que componen este grupo. Las mayores diferencias se han
encontrado en la fracción que se extrae de la pared celular con álcali a temperatura
ambiente, que a lo largo de este trabajo hemos denominado Fi, y que es otra de las
fracciones mayoritarias de la pared celular de Ascomicetos (entre un 10 y un 33% en las
especies analizadas por nosotros). En la mayoría de los hongos estudiados esta fracción es
un ct-(l —*3)-glucano con proporciones variables de enlaces (1—4) (Wessels y Sietsma,
1981), aunque en otras especies se ha encontrado un B-glucano.
En la fracción Fi de tres de las especies estudiadas aquí (T. rotundas, T, luteus y
T. bacillisporus) se encontró glucosa como componente mayoritario (60-72%) y pequeñas
cantidades de galactosa y manosa. Sin embargo, en las otras tres (T. stipitatus, T.
wortmannhi y T. helicus) el contenido en galactosa es superior al de glucosa. Este hecho
ya ha sido descrito en la misma fracción de la pared en algunas especies de PenicWium
(Leal y col., 1984), Eupenicillium (Gómez-Miranda y col,, 1986) y en otras especies de
Talaromyces (Rupérez y col., 1986).
Leal y col. (1984) estudiaron la composición de la pared celular de ocho especies
de PenicilIium, encontrando que en cuatro de ellas la fracción 8 (soluble en NaOH) tenía
una proporción elevada de glucosa y escasa de galactosa (grupo A) mientras que en las
otras cuatro se encontraron cantidades muy superiores de galactosa (grupo B). El espectro
IR de las fracciones 8 ricas en galactosa mostré bandas de absorción características de
residuos de galactofuranosa a 810 y 870 cnt1 que desaparecen al eliminar la galactosa con
H
2S04 0,2 N, manifestándose una banda a 890 cnt’ propia de anómeros ¡3. Estos mismos
autores dentificaron este material como un 13-glucogalactano. La fracción 8 del grupo A se
1
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identificó como un a-glucano, similar al descrito en otras especies (Johnston, 1965; Bacon
y col., 1968; Zonneveid, 1971; Wessels y col., 1972).
Un primer fraccionamiento del material soluble en NaOH 1 M a temperatura
ambiente consistió en resuspenderlo en agua destilada, separando en cadacaso una porción
soluble (PUS) y otra insoluble (Fil).
La fracción soluble (FíS) de las especies de Talaromyces estudiadas representa
entre el 2,5 y el 17% de la pared celular según las especies y la hidrólisis ácida demostró
que su componente más abundante es la galactosa (45-76%), aunque tiene también manosa
(7-28%) y glucosa (9-45%). Hay que considerar aparte el caso de T. luteus, que tiene en
esta fracción cantidades muy similares de los tres monómeros. También conviene hacer
notar que en T. helicus la cantidad de glucosa es muy alta (45,5%), hecho que será
explicado en experimentos posteriores.
La liberación de residuos de galactosa por hidrólisis parcial con H2S04 0,05 M (sólo
hidroliza las furanosas de un polímero) nos indica que la mayor parte de la galactosa que
contiene este tipo de material se encuentra en configuración furanósica, Además, las bandas
a 810 y 870 cm
1 del espectro de IR son características de ¡3-galactofuranosa y aparecen en
los espectros de todas las fracciones Fis, excepto en T. luteus.
Se han descrito residuos de 13-galactófuranosa en varias especies del género
Penicillium, tanto formando parte de la pared (Leal y col,, i984) como de algunos
exopolisacéridos. Matsunaga y col. (1981) detectaron residuos de B-D-galactofuranosa en
la pared de 1>. ochro-chloron utilizando 13C-RMN y cromatografía de gases. A partir de
paredes celulares purificadas extrajeron una fracción soluble en H
2S04 0,1 N (Ps B> que
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fue posteriormente analizada, encontrándose que estaba compuesta por dos ga]actanos,
PSBl y PSB2. Los resultados de la ‘>C-RMN indicaron que PSBl era un polímero de ¡3-
(l—+2)-galactofuranosa. Gander y Fang (1976) describieron un polímero compuesto
principalmente de residuos galactofuranosilo y glucosilo en la pared celular de Penicillium
charlesil (actualmente denominado P. d¿erck.xii). En el polisacárido extracelular de esta
misma especie se han descrito residuos de B-(1—-*5)-galactofuranosa (Gander y col,, 1974;
Rick y col., 1974; Gander y Fang, 1976; Gorin y Mazurek, 1976). Gómez-Miranda y col,
(1984) encontraron galactofuranosa en las paredes de P. allahabadense. También Azuma
y col, (1971) detectaron un pépúdo-galactomanano en Aspergí/tus fumigatus, en el que los
residuos de ¡3-galactofuranosa están unidos a una cadena principal de a-(l--*2) manosa. En
1980 l3arreto-Bergter y col, estudiaron un D-galacto-D-manano obtenido por extracción
alcalina a partir de las hifas de Aspergillus níger. La estructura de dicho polisacárido
constaba de un núcleo con una cadena principal de a-D-(l—*6)-manopiranosa sustituida en
la posición 2 por cadenas laterales de ct-(1--0)-manopiranosa y de otras cadenas laterales
formadas por unos cuatro residuos de B-(1—.*5)-galactofuranosa unidas al núcleo de manano
por el -OH del carbono 6. Prepararon esta misma fracción en A. fumigatus, A. terreus, A,
flavus y A. nidulans, analizándolas por 15C-RMN y comprobando que los galactoniananos
de todas estas especies presentaban una estructura similar. Un polímero parecido a este fue
descrito en Neurospora crassa (Nakajima y col., 1984), con la diferencia de que los
residuos de B-(l---*5)-galactofuranosa están unidos al núcleo de manano por las unidades de
ct-(l---*2)-manopiranosa. Todos los autores coinciden en la posible importancia antigénica
de los residuos de galactofuranosa.
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El análisis de los tipos de enlace existentes en las fracciones FiS se realizó por
varias técnicas. La oxidación con periodato sódico y degradación de Smith de estas
fracciones da una información que debe ser utilizada con cautela, pero que es interesante
como análisis preliminar. La permetilación de las fracciones seguida de la separación de
los derivados por cromatografía de gases e identificación por espectrometría de masas ha
demostrado ser de suma utilidad en el análisis de carbohidratos (Jansson y col., 1976) pero
no da ningún dato acerca de la naturaleza anomérica de los monómeros ni de su secuencia
en el polímero al que pertenecen. La RMN sí que nos indica de qué tipo de anómeros se
trata. Esta técnica, en manos de un especialista, tiene las características idóneas para llevar
a cabo la secuenciación de un carbohidrato, Los espectros de ‘H-RMN y de 13C-RMN que
presentamos en este trabajo tienen como finalidad apoyar los resultados obtenidos en la
metilación, indicar la configuración anomérica de los monosacáridos más abundantes e
ilustrar las similitudes y diferencias encontadas entre las especies estudiadas. Estas
similitudes se basan en la comparación de los componentes mayoritarios de cada fracción.
En los análisis de metilación se detectan e identifican también otros monómeros que se
encuentran en pequeñas proporciones,
Las fracciones FiS de T. rotundus y T. wortmannii son las que producen mayor
cantidad de arabinosa tras la degradación de Smith (Tabla 4), siendo en los dos casos el
producto mayoritario (67% y 47%, respectivamente). Tanto las unidades de galactofuranosa
enlazadas en (1—*2) como las unidas en (i—.3) originan este producto y ambos tipos de
enlace se detectan en el análisis de metilación (Figura 10; picos 4 y 8) en la proporción
(1,5:2). Los residuos terminales de glucopiranosa y galactofuranosa (picos 1 y 2) darían
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lugar a la mayor parte del glicerol detectado en la degradación de Smith (15% y 11%
respectivamente). Los puntos de ramificación están principalmente en monómeros de
galactofuranosa con enlaces (1 —*2,6), que no resultan degradados por el periodato y se
detectan como galactosa tras la degradación de Smith (5 y 7%).
En el espectro de ‘H-RMN de estas dos fracciones FíS, las principales sefiales en
la región de los protones anoméricos se observaron a 8 5,18 (J12<l) y 5,24 (1<2<1). Estas
constantes de acoplamiento son características de ¡3-furanósidos (Bebault y col,, 1972), En
los espectros de ‘
3C-RMN se observan también dos señales intensas en la región de los
carbonos anoméricos a 106,7 y 108,7 ppm, siendo estos valores característicos de B-(l--*2)-
y I3-(l-—>3)-galactofuranosa (Altman y coL, 1988; Richards y Leitch, 1989).
A pesar de estas características comunes de la FiS de T. rowndus y T. wortmannii,
existen diferencias entre ellas. La más importante es que en el análisis de metilación de
T.rotundus sedetecta una cantidad apreciable de (1—*5)-galactofuranosa (que originael 18%
de treitol encontrado en la degradación de Smith), mientras que en la otra especie sólo hay
trazas.
Por otra parte, las FiS de T. stipitarns, T. helicus y T. bacillisporus arrojan unos
resultados muy similares en el análisis de metilación (Figura 9), siendo sus diferencias
básicamente de orden cuantitativo. Las tres especies tienen (1 —+2) y (1 —*5) galactofuranosa
mayoritariamente (picos 8 y 6), con un elevado número de puntos de ramificación en
unidades de (1—*2,6)-galactofuranosa y (i—>2,6)-manopiranosa (picos 13 y 14>. Los enlaces
(l—*2) dan lugar al arabinitol (11-15%) que seregistra en la degradación de Smith, El treitol
procede de la galactofuranosa enlazada en (1—*5) o (1—*6>, En T. bacillisporus se encontró
113
un pico notable de (1—*6)-galactofuranosa (pico 10), mientras que en T. stipitatus este pico
es mucho menor y en T. helicus no aparece. Esta diferencia explica los diferentes
porcentajes de treitol obtenidos en la oxidación con periodato de estas tres fracciones (20-
45%). Algo similar ocurre con la proporción de glicerol, que en T. stipitatus es
aproximadamente el doble que en las otras dos, debido a una mayor proporción de (l—*2,6)-
manopiranosa. La diferencia más marcada está en la FIS de T. helicus, con un 28% de
eritritol, producto derivado de las unidades de mano o glucopiranosa en (1—*4). Al analizar
el cromatograma correspondiente a la FiS permetilada de esta especie, se pudo comprobar
que el derivado de la glucopiranosa enlazada de ese modo coeluye con el correspondiente
a la (1—*5)-galactofuranosa, detectándose esta incidencia a la vista del espectro de masas
del pico, que resultó ser una mezcla de los espectros de ambos componentes.
La similitud entre estas tres especies se refleja también en los espectros de RMN.
En las Figuras 12 y 15 se ha incluido el espectro de la FiS de la especie tipo del género,
T. flavas (cortesía de los Dres. E. Parra y M. Bernabé>, con el fin de demostrar el parecido
con los otros espectros de la figura. Todos ellos presentan en la región anomérica del
espectro de ‘H-RMN cuatro señales mayoritarias. Estas similitudes se reflejan también en
los espectros de ‘3C. En las Tablas 6 y 7 están las asignaciones de las señales más
importantes. La señal que en el espectro de protón aparece a 5,33 ppm con J<
2—4,3 y que
podía corresponder a una cc-piranosa o a una c¿-furanosa se asigna definitivamente a esta
última con el espectro de ‘
3C. Este tipo de residuos es muy poco común en la Naturaleza,
Los desplazamientos químicos de la cz-glucopiranosa terminal coinciden con los descritos
por Jansson y col, (1988). El resto de las asignaciones se realizó, como en los restantes
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casos, por heterocorrelación o utilizando modelos (Dr. M. Bernabé, comunicación
personal).
La FiS de T. luteus tiene como componentes mayoritarios glucopiranosa terminal
y (1—*2,6)-manopiranosa en la proporción (1:1). Este dato nos indica que hay abundantes
ramificaciones en esta fracción. En los espectros de ‘H- y ‘3C-RMN se ven al menos nueve
tipos de monómeros diferentes. Por OC-MS de sus alditoles permetilados se encuentran,
además de los ya mencionados y de otros minoritarios, (i—*6)-manopiranosa, (l—*2,6)-
galactofuranosa y (1—*5)-galactofuranosa y no se detecta galactofuranosa terminal.
Al filtrar las fracciones FiS por geles de Sepharose CL-6B se observé que todas
estaban formadas por vados polisacáridos, excepto la de T. luteus, que dio un único pico
de Pm 31 kDa y que será considerada en último lugar,
La fracción polisacarídica de mayor peso molecular es, como veremos,
prácticamente igual en todas las especies en las que se estudió,
Los restantes polisacáridos purificados son heteropolímeros ramificados de
galactosa, manosa y glucosa (Tabla 8). Toda la glucosa que contienen se encuentra como
residuos terminales (aparecen únicamente derivados tetrametilados de glucosa) y la manosa
en puntos de ramificación (sólo se detectan derivados dimetilados de manosa). La galactosa
es el azúcar más abundante y está enlazada de distintas maneras, siendo comunes a todos
ellos la galactofuranosa terminal, (1 —*2)- y (1 —*2,6)-galactofuranosa.
Analizaremos en tres apanados, elaborados en función de similitudes estructurales,
los resultados que siguen.
115
a) Polímeros con (1—*4)-glucosa como componente mayoritario.
En general, el primer pico que eluye (Pm > 600 kDa) representa una proporción
muy pequeña de la FiS (2-10%), con la excepción del polisacárido T.h.I, que constituye
un 33%. La composición de esta primera fracción parece ser muy similar en todas las
especies estudiadas y según el análisis de metilación, es un (1—>4)-glucano con algunos
enlaces (l—*3) y puntos de ramificación en la posición 6 de algunas de las unidades de
glucosa. Polímeros de características semejantes han sido descritos en la fracción FiS de
Aphanoascus fulvescens (Leal y col,, 1992) y en la de Penicillium erythromellis (Rupérez
y Leal, 1987)- La elevada proporción de esta fracción en T. heilcus es la responsable de
la alta cantidad de eritritol detectada en la degradación de Smith de la FiS y del 2,3,6-
tnmetil-glucitol que se vela al metilarla,
b) Polímeros con (1—+2)- y (1—*3)-galactofuranosa como componentes
mayoritarios.
Esta clase de polimeros aparece en las fracciones obtenidas a partir de la FiS de
T. rotundas y T. wortmannhi. En general, se metilan mejor y están menos ramificados que
los del grupo siguiente,
Los polisacáridos T.r.II (Pm 94 kDa) y T.r.III (Pm 20 kDa) son prácticamente
idénticos en cuanto a sus componentes pero las proporciones de los mismos varían
ligeramente. Los monómeros más abundantes son (1—*2), (l—3) y (1—*5) galactofuranosa,
en la relación (1:0,8:0,4) para ‘Itril y (1:1:0,5) para T.r.Ill. En este último la cantidad de
residuos terminales de galactofuranosa es menor y además se encuentra mano- o
glucofuranosa unida en las posiciones 2 y 6. Otros residuos minoritarios que están en
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ambos polimeros son una hexopiranosa y una galactofuranosa en (1 —*6).
Las fracciones T.w.II (Pm 64 kDa) y T.w.Ill (Pm 18 kDa) son casi iguales. La no
aparición de residuos terminales en T.w,III posiblemente sea debida a un defecto en la
metilación. Encontramos (1—42) y (1—*3)-galactofuranosa en la proporción (1:1). Nuestros
resultados parecen indicar que estos polímeros tienen un esqueleto formado por enlaces
(l—*2) y (1—*3) alternados, con ramificaciones en la posición 6 de algunas unidades (1—*2).
Esta clase de polisacáridos no ha sido descrita hasta la fecha.
e) Polímeros con (1—4)- y (1—*5)-galactofuranosa como componentes
mayoritarios.
Los polimeros obtenidos a partir de la FiS de T. stipitaius, T. helicus y T.
bacillisporus son muy semejantes entre sí, aunque en las fracciones de esta última especie
los componentes minoritarios son más abundantes.
T.s.II (Pm 70 kDa) y T,s.III-i (Pm 17 kDa) tienen (1—*5)-, (1—*2)-, (l—*2,6)-
galactofuranosa y (i—*2,6)-manopiranosa en las proporciones (1:0,4:0,6:0,7) y (1:0,5:0,6:0,7)
respectivamente. A raíz de estos datos se deduce que estos polímeros presentan una
estructura muy ramificada, Aunque T,s.llI-2 parece igual a las anteriores, el espectro de
masas del pico 12 (Figura 20) es característico de una hexofuranosa (1—*2,6) que no puede
ser galactosa, puesto que ésta eluye más tarde. Los residuos terminales son de
glucopiranosa y galactofuranosa.
T.h.ll (Pm 70 kDa) y T.h,III (Pm 17 kDa) son idénticos, como demuestra la Figura
22 (B y C). Sus componentes son los mismos que se encuentran en las fracciones de T.
stipitatus, pero las proporciones son (1:1:0,5:0,3). La metilación en estas dos fracciones ha
1
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sido muy completa, ya que se observa una relación correcta entre el número de unidades
terminales y el de puntos de ramificación,
T.b.II (Pm 64 kDa) y T.b,IIJ (Pm 22 kDa) son muy parecidos, con los mismos
componentes de las fracciones anteriormente descritas en este apartado en las proporciones
(1:0,5:0,5:0,5) y (1:0,6:0,4:0,3). En T.b.IV (Pm 16 kDa) se repite la situación encontrada
en T.s.iII-2, y en lugar de la (1--*2,6)-manopiranosa encontramos (1—*2,6)-hexofuranosa.
Si comparamos los cromatogramas de las Figuras 20, 22 y 25 observaremos un
esquema idéntico de picos.
En 1980 Jansson y Lindberg describieron un polisacárido extracelular producido por
Penicillium varians, al que denominaron varianosa. Este polímero presenta como unidad






destacando que la presencia de residuos de a y 13 galactofuranosa es algo poco común,
siendo éste el primer polisacárido natural descrito con estas características. Estos autores
encuentran como componentes minoritarios en el análisis de metilación (l—*2)-
manopiranosa, (1—+6)-galactofuranosay (i—*2,6)-manosa, no detectándolos porRMN. Algo
similar ocurre en los polisacáridos descritos en este grupo y puesto que los monómeros y
tipos de enlace coinciden con los descritos para la varianosa, parece probable que este
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mismo tetrasacárido sea la unidad repetitiva que fonna dichos polímeros.
Este hecho avalaría la relación que algunos autores han sugerido entre la
composición de polfineros que se localizan en las capas más externas de la pared celular
y los polisacáridos extracelulares que algunas especies liberan al medio de cultivo (Buck
y col., 1968). Incluso se ha postulado que ambos son sintetizados por un sistema
enzimático común (Bulí, 1972).
d) Fracción FiS purificada de T. luteus.
Puesto que la purificación de la FiS de T. luteus dio un solo pico en Sepharose CL-
6B, la composición de este material es igual a la descrita para la fracción entera, Sus
características hacen que la incluyamos en un grupo aparte, ya que presenta manosa,
galactosa y glucosa en proporciones similares. Los espectros de RMN reflejan la existencia
de al menos nueve monómeros diferentes, los mismos que se detectan por CG-MS. En
común con los polímeros descritos en los apartados anteriores tiene las unidades de
galactofuranosa unidas en (1—*2,6), (1—->6) y (1—~2) y la manosa (1—.2,6), pero los residuos
mayoritarios son de glucopiranosa terminal y de (i—*6)-manosa. No tiene galactofuranosa
terminal. Su estructura es muy difícil de predecir con los ensayos realizados y continúa
siendo investigada por RMN.
Estos resultados no son más que otra muestra de que el género 7’alaromyces es
extremadamente complejo. Como se comentó en la introducción a este trabajo, la
separación taxonómica entre Penicillium y varios géneros relacionados es en muchas
ocasiones difícil, ya que los criterios generalmente establecidos son morfológicos. Como
Pitt y Samson (1990) sefialan, seda muy deseable conseguir una clasificación de las
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especies de Penicilllum y Aspergillus simple, precisa y reproducible, puesto que estos
géneros incluyen algunos de los hongos más importantes económicamente.
Raper y Thom (1949) fueron los pioneros en la elaboración de una clasificación
taxonómica seria, que ha constituido la base de los estudios realizados durante treinta años.
Pero, como todos los estudios de taxonomía de hongos que se basan únicamente en la
morfología, tiene muchos inconvenientes. El rango de caracteres que se utilizaba para
distinguir las especies era muy reducido y algunas veces conducían a equívocos. Uno de
los más empleados, especialmente para delimitar divisiones infragenéricas, fue la textura
de la colonia. Varios aislamientos con textura flocosa o funiculosa, que era consecuencia
de una deterioración debida a largos períodos de mantenimiento, fueron descritos corno
especies nuevas y clasificadas en diferentes secciones del género. Como resultado de
hechos de este tipo, incluso los expertos tienen dificultades para distinguir muchas de las
especies aceptadas por Raper y Thom.
Estos errores se han ido arrastrando a lo largo del tiempo y durante las décadas de
los 60 y 70 la taxonomía de Penicillium se hizo incierta, casi caótica, con identificaciones
inexactas descritas en la literatura, muchas de las cuales persisten en la actualidad tanto en
la bibliografía como en algunas colecciones de cultivos. Algunos de estos errores fueron
corregidos por Samson y col. (i976) y por Pitt (1979), pero a expensas de producir una
notable confusión.
En los últimos años se está abordando un nuevo enfoque en taxonomía con el
análisis de caracteres fisiológicos, como la producción de micotoxinas y metabolitos
secundarios. Tumer (1971) demostró que Penicillium y Aspergillus producían una gran
1
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variedad de metabolitos secundarios, pero su uso en taxonomía fue propuesto por Ciegler
y col. (1973). Con estos nuevos criterios se han realizado recientemente otras
clasificaciones de especies de Penicillium subgénero Penicillium (Frisvad y Filtenborg,
1989), de teleomorfos de Aspergillus (Frisvad, 1985; Samson y col., 1990) y de
Talaromyces (Frisvad y col., 1990). Estos esquemas de producción de ¡netabolitos
secundarios han demostrado ser un poderosa técnica para diferenciar aislamientos a nivel
de especie y subespecie. Una aplicación particularmente importante es la identificación
precisa de aislamientos en grandes colecciones de cultivos, donde las equivocaciones son
de suma importancia. Basándose en las técnicas que acabamos de mencionar, Frisvad
(1989) reidentificó más de 150 aislamientos de Penicillium incorrectamente clasificados en
la bibliografía. A nuestro entender, la taxonomía basada en la producción de micotoxinas
y metabolitos secundarios es más apropiada para caracterizar una especie concreta, que para
separar de forma efectiva los agrupamientos naturales de estas especies o establecer
relaciones filogenéticas entre ellas.
Talaromyces difiere del otro estado perfecto, Eupenicilllum, por su ascoma suave
y se distingue de géneros relacionados en las Burotiáceas por sus ascas encadenadas,
Basándose en sus estados conidiales Stolk y Samson (1972) dividieron el género en cuatro
secciones: Talaromyces, Emersonil, Thermophila y Purpurea. Sin embargo el género tiene
un carácter heterogéneo y, según los mismos autores, puede parecer justificado dividir
Talaromyces en varios géneros.
Frisvad y col. (1990) llegaron a la conclusión de que los perfiles de metabolitos
secundarios de Talaromyces confirman la actual clasificación taxonómica de este género
1
121
basada en la morfología. Esta afirmación no concuerda con nuestros resultados, que ponen
de manifiesto la existencia de al menos tres tipos de pared celular en función de la
estructura de polisacáridos aislados de la FiS. La pared celular es una superestructura
estable cuya composición química y estructura prácticamente no varía. Si llegamos a tener
un conocimiento profundo de esta cubierta, responsable por otra parte de los caracteres
externos del hongo utilizados en taxonomía y de la mayoría de los fenómenos de superficie
de la célula fúngica, sus características podrían ser utilizadas en conjunción con los
criterios morfológicos para mejorar la clasificación existente en la actualidad.
En el apartado 8 de la sección de Resultados se hace un estudio de las
características de la fracción FiS de varias especies de géneros próximos a Talaromyces.
Dichas especies pertenecen a tres géneros distintos, Eupenicilliu¡n, Penicillium y
Aspergillus pero en todas ellas la fracción FiS representa una pequeña proporción de la
pared celular y es un polímero que contiene exclusivamente B-(1—-*5)-galactofuranosa. De
estos datos se puede deducir que existe una relación más próxima entre estas especies que
con otras de sus propios géneros que calecen de 13-(1—*5)-galactofurano.
La FíS de Cliodadium viride, otro hongo peniciloide, fue estudiada por Gómez-
Miranda y col. (1990), purificando tres fracciones de composición química similar. Los
análisis de metilación de las dos fracciones mayoritarias demostraron que se trataba de dos
galactomanoglucanos muy ramificados, y que su estructura consistía en un esqueleto de
(l—6)-glucosa sustituida en la posición 2 o en la 3 por manosa. Estos tipos de enlace
muestran claras diferencias con los encontrados en otros hongos peniciloides
Basándonos en los polisacáridos encontrados en este trabajo, en resultados recogidos
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en la bibliografía y en resultados no publicados obtenidos en nuestro laboratorio, se ha
confeccionado un esquema (Figura 37) en el que se relacionan quimiotaxonómicamente los
géneros Penicillium, Eupenicilllum y Talaromyces.
En todas las especies de Eupenicillium investigadas se ha encontrado únicamente
galactofuranosa unida en B-(1---*5) en la fracción FíS, por lo cual este polímero es un buen
marcador para el género. Sin embargo, Talaromyces es un género más heterogéneo, ya que
se han encontrado especies que contienen en la fracción FiS heteropolisacáridos cuyos
componentes mayoritarios son 13-( 1 —*2)(l —*5)-galactofuranosa, B-(l —*2)(1-—3)-galactofuranosa
o un galactoglucomanano. Estos heteropolisacáridos definen al género Talaromyces y lo
diferencian de Eupenicillium. En el género Penicillium se han encontrado todos los
polímeros descritos en los estados perfectos excepto el galactoglucomanano, lo que
demuestra la relación de PenicilUum con sus teleomorfos y permitirá en su día (cuando se
hayan analizado todas las especies) dividir este género en dos grupos.
El aislamiento, la purificación y el análisis estructural de los polimeros de la pared
es imprescindible para llegar a conclusiones válidas en quimiotaxonomía. Postulamos que
algunos de estos polisacáridos pueden ser utilizados como marcadores quimiotaxonómicos,
para contribuir a un mejor reordenamiento de estos géneros, y predecir relaciones
filogenéticas entre los mismos.
El estudio de la fracción insoluble en agua (Fil) fue más difícil de abordar ya que
presenta una importante limitación: su insolubilidad en DM30, que elimina la posibilidad
del análisis de metilación, y la baja solubilidad en NaOH deuterada de algunas de ellas.
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Figura 37.- Representación esquemática de las relaciones entre PenicU1~um y sus estados
teleomórficos, EupenicflIiuni y Tafarornyces basada en los polisacáridos de la fracción FiS.
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Las dificultades encontradas se ponen de manifiesto desde el momento de la determinación
de los carbohidratos neutros totales por el método de la antrona, ya que en T. stipitatus,
T. worrmannii y T. helicus se obtienen porcentajes muy bajos, posiblemente porque resisten
el tratamiento con ácido. Lo mismo ocurre con la hidrólisis Saeman, aunque los
rendimientos son algo mejores. Los espectros IR y de RMN de estas fracciones nos indican
que no hay componentes no polisacarídicos.
Las fracciones Fil están compuestas mayoritariamente por glucosa, aunque en T.
stipitatus y T. worunannii hay también galactosa (18 y 24%) y xilosa (14,7 y 8,3%). Las
Fil de T. rotundus, T. luteus y 7’. bacilllsporus son cz—(1—*3)-glucanos como se demuestra
por oxidación con periodato y ‘3C—RMN. El c&(1—*3)-glucano es uno de los polímeros más
abundantes de las paredes celulares de Ascomicetos y Basidiomicetos y ha sido descrito
en numerosas especies (Johnston, 1965; Wessels y col,, 1972; Colson y col,, 1974; Leal
y col., 1984; Gómez—Miranda y col., 1986; Rupérez y Leal, 1986). Los diferentes cc—(1—*3)—
glucanos estudiados contienen cantidades variables de enlaces a-(1—-*4). En los tres a—(1—*3)-
glucanos encontrados por nosotros esta proporción de enlaces (1—*4) es muy baja o nula (T.
rotundas).
En las tres especies restantes, los enlaces son predominantemente de tipo f3-(1--+3>
(banda a 890 caE’ en el espectro IR, glucosa como principal producto de la degradación
de Smith y señal en el espectro de <3C-RMN a 101 ppm con una constante de acoplamiento
alta). Sin embargo, estos polimeros 13 no son iguales entre si. Los procedentes de T.
stipitatus y T. helicus son bastante parecidos, pero en este último se detectó un 17% de
eritritol procedente de enlaces (1—+4). Los B-(1—*3)(1—*4)—glucanos no son frecuentesen las
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paredes celulares de Ascomicetos. En la fracción FlI de T. wortmannii encontramos,
además de un 23% de enlaces (i—*4), un 17% de xilosa. Al no resultar degradada por el
periodato, esta xilosa debe ser xilofuranosa sustituida en 2 o en 3 o bien xilopiranosa 2,4
o 3,6 disustituida. En la degradación de Smith de esta fracción aparece además un 16% de
glicerol y un 8% de arabinosa, que podrían derivar de la galactosa de la fracción nativa,
Esto puede deberse a que el material esté contaminado con restos de la FiS, rica en (1—*2)-
galactofuranosa. Las tres fracciones insolubles con anómeros 13 se analizan mal por RMN.
La FIL de 7’. helicus no se consiguió disolver convenientemente en NaOD y por lo tanto
no se pudo registrar su espectro. Los desplazamientos químicos de la Fil de 7’. stipitatus
se desvían ligeramente de los descritos en la bibliografía para J3-(l---->3)-glucanos. En 7’.
wortmannii sólo se puede afirmar que este polímero está formado por anómeros 13, pero no
se pueden extraer más conclusiones a partir de los espectros de RMN ya que los
desplazamientos químicos no se parecen a los valores publicados para ningún B-glucano,
La xilosa que contiene esta fracción puede ser la responsable de estas variaciones, ya que
los desplazamientos químicos de un determinado monómero están afectados por la
identidad del monómero al cual se encuentra asociado en la cadena.
La mayoría de los 13-(1—-*3)—glucanos descritos en paredes celulares fúngicas
presentan mayor o menor número de sustituciones en el C-6 (Barreto-Bergter y 0cm,
1983). Si observamos las proporciones de glucosa y glicerol encontradas en la oxidación
con periodato de T. stipitatus y T. helicus podríamos suponer que estos dos glucanos son
bastante lineales y por lo tanto, poco solubles, Se han descrito algunos ¡3-glucanos poco




pullulans (Brown y Lindberg, 1967) y de Piricularia oryzae (Nakajima y col., 1972).
El último apartado a considerar es la purificación y caracterización de la enzima
B-( 1 —45)-galactofuranasa.
Se han descrito varias galactanasas y galactosidasas producidas por hongos, capaces
de despolimerizar la fracción hemicelulósica de la pared celular de plantas. Vertidfllum
albo-atrum y Fusariuin oxysporum sintetizan varias enzimas que actúan sobre los
principales polisacáridos de las paredes celulares de las plantas a las que infectan, De entre
ellas, destacaremos el sistema enzimático de V. albo -atrurn, activo frente a galactanos ¡3-
(i—*3) y/o ¡3—(l—>6) y frente a B-(1-—*4), habiendo caracterizado varias enzimascon actividad
exo-B-galactosidasa (Cooper y Wood, 1975). Del líquido de cultivo de P. charlesii se aisló
una exo-13-D-galactofuranosidasa que hidroliza los residuos de 13-D-galactofuranosa del
péptidofosfogalactomanano extracelular producido por este hongo (Rietschel-Berst y col.,
1977). P. citrinum produce dos endo-(1-—*4)—13-D-galactanasas que actúan sobre sustratos de
bajo peso molecular (Nakano y col,, 1985). También Sclerosinia sclerotium produce una
endo-13-(1-—*4)-galactanasa que parece hidrolizar el sustrato de una forma aleatoria,
produciendo una mezcla de mono- di- y trisacáridos de galactosa (Bauer y col,, 1977). A
partir de una preparación enzimática comercial obtenida del liquido de cultivo del
basidiomiceto Irpex lacteus, la Driselasa, Tsumuraya y col, (1990) purificaron una exo-
(1--.3)—l¶3—D-galactanasa. Ikotum (1984) describió la detección y purificación de enzimas
producidas in vitro e in vivo por P. oxalicum. Una de las hemicelulasas encontradas fue
una endo-13-(l-—>4)-galactanasa que demostró tener una gran actividad tanto cuando la
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enzima se obtiene a partir de líquidos de cultivo como cuando se aisla de tejidos de batata
infectados por el hongo.
Durante la fase de autólisis, P. oxalicum produce enzimas líticas capaces de
degradar sus propias paredes celulares (Pérez-Leblic y col., 1982a; Pérez-Leblic y col,,
1985; Copa-Patiño y col., 1989; Copa-Patiño y col., 1990) y polisacáridos de diversas
fuentes. En algunos casos estas enzimas se sintetizan de novo durante el proceso
degradativo (Reyes y col., 1981). Se cree que los monómeros u oligómeros que se
producen durante la lisis de la pared pueden actuar como inductores de esta síntesis,
manteniéndose en el medio de cultivo en los bajos niveles necesarios para la inducción
(Reese, 1977; St. Leger y col., 1986) y se ha sugerido que cada hongo es capaz de producir
y excretar al medio de cultivo las enzimas líticas necesarias para degradar su pared celular
durante el proceso de autólisis (Pérez-Leblic y col., 1982a y 1982b; Reyes y col,, 1984;
Martínez y col., 1986). La presencia de la actividad B-(1---*5)-galactanasa podría entonces
explicarse por el hecho de que tanto P. oxallcum como otras especies del género
Penicillium tienen galactofuranosa en su pared celular (Leal y col., 1984).
En las diferentes etapas que condujeron a la purificación de la enzima, encontamos
que ésta interacciona con los geles utilizados, Después de filtrar por Sephadex 0-200 se
obtuvieron tres fracciones con actividad enzimática (A, B y C) que representaron el 5,4%,
73,5% y 20,6%. Si tomamos la última fracción (C) y la volvernos a cargar en la columna
en idénticas condiciones, se repite el mismo perfil cromatográfico. Esto significa que la
galactanasa interacciona con otras proteínas presentes en la mezcla, quedando retenida parte
de la misma. Un efecto similar se produce al filtrar por Superose 6 en presencia de NaCí
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150 mM, La enzima se retiene en el gel más de lo que debería, posiblemente por
interacciones hidrofóbicas proteína-gel, y el peso molecular calculado por este método no
coincide con el obtenido por electroforesis.
Al final del proceso la enzima se purificó 91 veces, eliminando en la última etapa
un inhibidor de naturaleza polisacarídica, y el rendimiento fue de un 91% (Tabla 21>. La
B-(i---*5)—galactanasa purificada tiene un Pm aparente de 77000, considerablemente menor
que el descrito para otras galactanasas (Nakano y col., 1985) y es una glicoproteina (20%
de carbohidratos, sobre todo galactosa). Su pI es 7,9. Su modo de acción corresponde al
de una endoenzima, hidrolizando enlaces internos y con la formación de di- y trisacáridos
de galactosa y algo de monómero. Después de 24 horas de incubación no se detectaron
dimeros ni trímeros y la cantidad de monómero no aumentó como cabría esperar si se
hubiera producido la degradación de estos oligosacáridos por la enzima. Por otra parte, uno
de los sustratos utilizados para comprobar la especificidad de la enzima fue el dímero de
¡3-(l—*5)—galactofuranosa, no siendo degradado por la enzima, Estos datos nos llevaron a
pensar en la existencia de un posible fenómeno de transgalactosilación, con producción de
oligómeros de mayor tamaño, pero este hecho no ha sido comprobado. La galactanasa
producida por P. cirrinum parece catalizar una reacción de este tipo (Nakano y col., 1986).
También se han descrito transgalactosilaciones catalizadas por ¡3—galactosidasas, que dan
lugar a productos con diferentes tipos de enlaces glicosidicos, como 13-(l---3), ¡3-(1-—*4) y
13-(l—*6). La especificidad de la enzima es muy elevada, ya que no hidroliza sustratos de
la ¡3-galactosidasa, de exo-enzimas ni enlaces diferentes a los de ¡3—(1—*5)-galactofuranosa.
En la bibliografía tan solo se ha descrito una enzima que hidroliza B—(1—*5)-
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galactanos, pero ni el modo de acción ni las características de la B—(1—*5)—
galactofuranosidasa de P. charlesil se parecen a la obtenida por nosotros (Rietschel-Berst
y col., 1977).
Basándonos en las propiedades de esta enzima se podría planificar un mecanismo
más sencillo de purificación considerando su alto pi y propiedades hidrofóbicas,
Esta enzima se empleará en trabajos posteriores para conseguir una hidrólisis parcial
controlada de polimeros que contengan ¡3-(1—-*5)-galactofuranosa. La secuenciación de los




1.— La fracción soluble en NaOH a temperatura ambiente (Fracción FI) representa
entre un 10 y un 33% de la pared celular en las distintas especies y está formada por un
a ó ¡3-glucano y heteropolisacáridos ricos en galactofuranosa.
2.- De la fracción Fí se obtuvo un material soluble en agua (Fracción FiS) que
representa entre el 2,5 y el 17% de la pared celular. El análisis de este material reveló que
dicha fracción está compuesta de galactofuranosa (45-76%), glucosa (9-45%) y manosa (7—
28%), excepto en 7’. lateas que tiene cantidades muy similares de los tres monómeros.
3.- La fracción FíS de las especies de Talaromyces está formada por diferentes
polisacáridos:
a) Un a-(l---*4)-glucano que representa entre el 2 y el 10% de la Fis. En T. helicus
este polímero es más abundante y constituye el 33% de la fracción Fis.
b) Heteropolimeros ricos en galactofuranosa que se diferencian por sus tipos de
enlace ó por sus pesos moleculares. En todas las especies se encontró un polímero
mayoritario.
c) En T. lateas se encontró un galactoglucomanano como único componente de la
fracción FiS.
4,- En función de la estructura del componente mayoritario se han delimitado tres
grupos en el género Talaromyces:
a) Especiesque contienen un heteropolimero rico en J3-(1—-2)(1----*5)-galactofuranosa
similar a la varianosa: T. stipitatus, T. helicas y T. bacillisporus. En este grupo se incluye
también la especie tipo del género, 7’. flavas.
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b) Especiesque contienen un heteropolímero rico en B-(1—+2)(l —+3)-galactofuranosa:
7’. wortmannii y 7’. rotundas.
e) Especies que contienen un glucogalactomanano: T. lateas.
5.- La fracción FiS de las especies de Eupenicillium, J’enicilliam y Aspergillas
estudiadas en este trabajo es un polímero de ¡3-galactofuranosa enlazada en (1—*5).
6.- Los polisacáridos mayoritarios de la fracción FiS pueden constituir un criterio
quimiotaxonómico válido para llevar a cabo una reorganización de estos géneros en
conjunción con los caracteres morfológicos y ser de utilidad para el establecimiento de
relaciones filogenéticas entre ellos.
7.- La fracción insoluble en agua (Fil) de estas especies está formada por un a—
(1——+3)-glucano ó por un ¡3-glucano. En las especies estudiadas no se ha encontrado
correlación alguna entre la estructura de los polisacáridos de la FiS y de la Fil,
8.- Se ha purificado una nueva enzima (13-(l——*5)-galactanasa) del liquido de cultivo
obtenido durante la autólisis de P. oxalicam. La enzima es una glicoproteina de peso
molecular 77 kD y cuyo punto isoeléctrico es de 7,9. Es estable en un rango de pH
comprendido entre 4,0 y 7,5. Su Km es de 1,2 mg/ml y su Vmax 0,55 iimol/h.
9.— Su modo de acción corresponde al de una endoenzima y su especificidad es muy
elevada, ya que no hidroliza ni el dímero de B-(1—*5)-galactofuranosa, ni el o-
nitrofenilgalactopiranósido ni polisacáridos que no contengan 13-( 1 —*5)-galactofuranosa.
10.- La enzima es inhibida por iones Fe3~, acetato, citrato y borato y por un
polisacárido presente en el líquido de cultivo,
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